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DESCRIPCION
Polinucledtidos y polipéptidos del fago mru y usos de éstos
Campo de la invencion

La presente descripcidn se refiere a composiciones y métodos para administrar moléculas inhibidoras en células
microbianas, en particular, células metanégenas. Especificamente, la descripcion se refiere a fago mru identificado
recientemente, incluyendo induccién de fago, particulas de fago, y el genoma del fago, y también a polipéptidos del
fago, asi como polinucleétidos que codifican estos polipéptidos. La descripcién también se refiere a vectores de
expresion y células huésped para producir estos polipéptidos. La descripcion se refiere ademas a métodos para
detectar, tomar como diana, e inhibir células microbianas, especialmente células metandgenas, usando el fago,
polipéptidos, polinucleétidos, vectores de expresion, y células huésped descritos.

Antecedentes de lainvencion

En Nueva Zelanda, la actividad agricola es responsable de la mayoria de las emisiones de gases de efecto
invernadero. Por lo tanto, la reduccién de las emisiones agricolas de gases de efecto invernadero es importante para
cumplir con las obligaciones de Nueva Zelanda bajo el Protocolo de Kioto. El Protocolo requiere la reduccion de
gases de efecto invernadero a niveles de 1990 hacia el final del primer periodo de compromiso (2008-2012). Para
este fin, los grupos del sector agricola y el gobierno de Nueva Zelanda establecieron el Pastoral Greenhouse Gas
Research Consortium (PGGRC) para identificar medios para reducir las emisiones de gases de efecto invernadero
agricolas en Nueva Zelanda.

Una parte importante de las actividades del PGGRC ha sido la investigacion en la reduccion de las emisiones de
metano por los rumiantes de pastoreo de Nueva Zelanda. El mitigar las emisiones de metano de rumiantes tiene un
interés comercial por dos razones. En primer lugar, el fracaso en cumplir con los compromisos del Protocolo de Kioto
forzara al gobierno a adquirir créditos de carbédn. Esto se estima que cuesta actualmente 350 millones de délares. En
segundo lugar, la produccién de metano resulta en la pérdida de 8-12% de la energia bruta producida en el rumen.
Esta energia podria usarse, en su lugar, para mejorar la productividad de los rumiantes.

El metano se produce en el rumen por microbios denominados metandgenos que son parte del filo Euryarchaeota en
el reino Archaea. La mayor parte de los metandgenos crecen en CO; y H, como su Unica fuente de energia, pero
algunos pueden usar acetato o compuestos metilo para crecer. Varios diferentes géneros de arquea metanogénicos
existen en el rumen, pero se piensa que las especies del género Methanobrevibacter, especialmente M.
ruminantium, y M. smithii son los metandégenos predominantes en los rumiantes de Nueva Zelanda. M. ruminantium
es actualmente el objeto de un proyecto de secuenciacién de genoma financiado por el PGGRC. El proyecto es la
primera secuenciacion de genoma de un metandégeno del rumen y tiene como objetivo obtener una mejor
comprensiéon de la biologia de Methanobrevibacter para descubrir dianas para la inhibicion de la formacion de
metano.

La reduccién de la produccidon de metano en el rumen requiere la inhibicion de metandgenos o la inactivacién de su
ruta de metanogénesis. Wright et al., Vaccine, vol. 22, no. 29-30, paginas 3976-3985, 2004 describe un método para
inhibir una célula metanogénica por inmunizacién de un animal frente a metanégenos del rumen. Un medio para
inhibir la producciéon de metano es administrar moléculas inhibidoras especificas en las células metandgenas. Esto
puede conseguirse, por ejemplo, por el uso de agentes, tales como bacteriéfagos, que tienen como diana
especificamente los metandgenos. Se han caracterizado varios fagos para metanégenos no de rumen, pero no ha
habido informes publicados de fagos capaces de infectar o lisar metandgenos del rumen. Por lo tanto, seria
altamente ventajoso identificar fagos que tengan la capacidad de infectar células metanégenas y/o administrar
inhibidores.

Resumen de la invencién

Aqui, se describe un fago ¢@mru aislado, incluyendo una particula de fago y/o genoma de fago, producido
completamente o en parte, asi como polinucleétidos y polipéptidos aislados del fago como se describe con detalle en
la presente memoria.

Aqui, también se describe un polipéptido aislado que comprende al menos una secuencia de aminoacidos de fago
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-69. En particular se describe, el polipéptido comprende la
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2-5y 62-68. Se describe ademas, el
polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63. Aqui se describe, el polipéptido es un
fragmento, por ejemplo, que comprende al menos una secuencia de aminoacidos que se extiende desde los
residuos 32-186 de SEQ ID NO: 63.

En un aspecto, la invencion presenta un polipéptido aislado: a) que comprende SEQ ID NO: 72; b) que es una
variante funcional de SEQ ID NO: 72, y que comparte al menos 90% de identidad con la secuencia de longitud
completa de SEQ ID NO: 72; o ¢) que es una variante funcional de SEQ ID NO: 72, y que comparte al menos 80%
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de identidad con la secuencia de longitud completa de SEQ ID NO: 72; en el que dichas variantes funcionales son
capaces de inhibir una célula metanégena.

La invencion describe adicionalmente un polinucleétido aislado que comprende una secuencia codificadora para al
menos un polipéptido del fago. Se describe, el polinucleétido comprende una secuencia codificadora para al menos
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-69. Se describe en particular,
el polinucledtido comprende una secuencia codificadora para una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 2-5y 62-68. Se describe ademas, el polinucleétido comprende una secuencia codificadora para SEQ ID
NO: 63. Aqui se describe, el polinucleétido comprende un fragmento de una secuencia codificadora, por ejemplo, al
menos una secuencia de aminoacidos que se extiende de los residuos 32-186 de SEQ ID NO: 63.

En un aspecto, la invencién presenta adicionalmente un polinucleétido aislado que comprende: a) secuencia
codificadora para la secuencia de longitud completa de SEQ ID NO: 72; b) secuencia codificadora para un
polipéptido que comparte al menos 90% de identidad con la secuencia de longitud completa de SEQ ID NO: 72,y
gue es una variante funcional de ésta; c) secuencia codificadora para un polipéptido que comparte al menos 80% de
identidad con la secuencia de longitud completa de SEQ ID NO: 72, y que es una variante funcional de ésta; o d)
una secuencia complementaria a una cualquiera de (a) a (c), en el que dichas variantes funcionales son capaces de
inhibir una célula metandgena.

Aqui, se describe un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de acido nucleico de fago seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 74-142. En patrticular, el polinucle6tido comprende una secuencia de acido
nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 75-78 y 135-141, o es particularmente, SEQ ID NO:
136. Aqui, se describe el polinucleétido es un fragmento o un oligonucleétido que comprende, por ejemplo, la
secuencia de acido nucleico que se extiende desde los nucleétidos 94-558 de SEQ ID NO: 136. Ademas, aqui se
describe un polinucleétido aislado, o fragmento de éste, que hibrida con una cualquiera de las secuencias de acido
nucleico de SEQ ID NO: 74-142. Aqui, se describe ademas un polinucleétido aislado que comprende el
complemento, complemento reverso, secuencia reversa, o fragmentos de éstos, de una cualquiera de las
secuencias de &cido nucleico.

Aqui, se describe el vector de expresion comprende una secuencia codificadora para al menos una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-69. En particular, se describe el vector de
expresion comprende una secuencia codificadora para al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2-5
y 62-68. Se describe ademas, el vector de expresion comprende una secuencia codificadora para al menos una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:63. Se describe ademas, el vector de expresion comprende una
secuencia codificadora para al menos una secuencia de aminoacidos que se extiende desde los residuos 32-186 de
SEQ ID NO: 63.

En un aspecto, la invencion se refiere a un vector a) que codifica el polipéptido de la invencion; o b) que comprende
el polinucleétido de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2.

La invencion también presenta una célula huésped, por ejemplo, una célula huésped microbiana, que comprende al
menos un vector de expresion que codifica el polipéptido de la reivindicacion 1 o que comprende el polinucleétido de
la reivindicacion 2. Aqui se describe un anticuerpo producido frente a un polipéptido o polinucle6tido como se
describe en la presente memoria. Aqui también se describe, el anticuerpo estéa dirigido a al menos una secuencia de
polipéptido seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-69, o una secuencia modificada de ésta. Aqui
también se describe, el anticuerpo se produce frente al menos un fragmento de un polinucleétido seleccionado del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 74-142, o un complemento, o secuencia modificada de ésta. En otro aspecto, el
anticuerpo incluye una o mas fusiones o conjugados con al menos un inhibidor celular, por ejemplo, compuestos
anti-metanogénesis (por ejemplo, acido bromoetanosulfénico), anticuerpos y fragmentos de anticuerpo, enzimas
liticas, acidos nucleicos peptidicos, péptidos antimicrobianos, y otros antibioticos como se describe con detalle en la
presente memoria.

Aqui se describen polipéptidos de fago modificados, por ejemplo, para al menos una de SEQ ID NO: 1-69,
incluyendo alteraciones, fragmentos, variantes, y derivados biolégicamente activos, descritos en la presente
memoria. Aqui se describen adicionalmente anticuerpos modificados, por ejemplo, dirigidos a al menos una de SEQ
ID NO: 1-69, incluyendo alteraciones, fragmentos, variantes, y derivados biolégicamente activos, descritos en la
presente memoria. También se presentan polinuclettidos que codifican estos polipéptidos modificados, asi como
alteraciones, fragmentos, variantes, y derivados de los polinucledtidos descritos, vectores de expresién que
comprenden estos polinucleétidos, y células huésped que comprenden estos vectores. En aspectos especificos, las
composiciones y métodos de la invencién emplean estos polinucleétidos o polipéptidos modificados, o vectores de
expresion o células huésped correspondientes.

Ademas, aqui se describen polipéptidos de fago, por ejemplo, al menos una de SEQ ID NO: 1-69 o secuencias
modificadas de éstas, que incluyen fusiones o conjugados con al menos un inhibidor celular, por ejemplo,
compuestos anti-metanogénesis (por ejemplo, acido bromoetanosulfénico), anticuerpos y fragmentos de anticuerpo,
enzimas liticas, acidos nucleicos peptidicos, péptidos antimicrobianos, y otros antibiéticos como se describe con
detalle en la presente memoria. En un aspecto, la invencién se refiere a una molécula conjugada o molécula de
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fusion que comprende el polipéptido de la invencion, y que comprende ademas un compuesto anti-metanogénesis,
una secuencia sefial, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, un acido nucleico peptidico, un péptido
antimicrobiano, o un antibiético.

Aqui también se describe una composicién que comprende un polipéptido aislado, por ejemplo, al menos una de
SEQ ID NO: 1-69, o una secuencia modificada de ésta. Aqui se describe una composicion que comprende un
anticuerpo, por ejemplo, dirigido frente al menos una de SEQ ID NO: 1-69, o una secuencia modificada de ésta.
También se presenta una composicion que comprende un polinucleétido aislado, por ejemplo, al menos una de SEQ
ID NO: 74-142, o un complemento o secuencia modificada de ésta. Ademas, se presenta una composicion que
incluye un vector de expresion, o célula huésped que comprende un vector de expresion, segun la invencién. La
composicion puede incluir una cualquiera de las alteraciones, fragmentos, variantes, y derivados biolégicamente
activos descritos en la presente memoria. Las composiciones pueden incluir al menos un inhibidor celular (por
ejemplo, como una fusién o conjugado), y pueden formularse, por ejemplo, como composiciones farmacéuticas o
como suplementos alimenticios, en particular, componentes alimenticios de rumiantes.

Aqui también se describe una composiciébn como parte de un kit para tomar como diana y/o inhibir células
microbianas, especialmente células metandgenas, segun los métodos descritos. Los kits comprenden: a) al menos
una composicién como se muestra en la presente memoria; y b) opcionalmente, instrucciones para uso, por ejemplo,
para tomar como diana células o inhibir el crecimiento celular o replicacién para metandégenos u otros microbios.

Aqui también se describe un método para producir un fago, comprendiendo el método: a) cultivar un vector de
expresion o célula huésped que comprende un vector de expresion, que comprende al menos parte del genoma del
fago en condiciones adecuadas para la produccion del fago; y b) recuperar el fago del cultivo. En aspectos
particulares, el fago comprende al menos un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-69, o
secuencias modificadas de éstas. Se describe ademas, el fago comprende al menos un polinucleétido seleccionado
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 74-142, o secuencias modificadas de éstas.

Aqui también se describe un método para producir un polipéptido de fago, comprendiendo el método: a) cultivar un
vector de expresion o célula huésped que comprende un vector de expresion, que comprende al menos parte de una
secuencia codificadora para al menos un polipéptido de fago en condiciones adecuadas para la expresion del
polipéptido; y b) recuperar el polipéptido del cultivo. En particular se describe, el polipéptido comprende al menos
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-69, o secuencias modificadas
de éstas.

Aqui se describe adicionalmente un método para producir un polipéptido de fago, por ejemplo, para al menos una de
SEQ ID NO: 1-69, que comprende una fusiébn o conjugado con al menos un inhibidor celular, por ejemplo,
compuestos anti-metanogénesis (por ejemplo, acido bromoetanosulfénico), anticuerpos y fragmentos de anticuerpo,
enzimas liticas, acidos nucleicos peptidicos, péptidos antimicrobianos, y otros antibidticos como se describe con
detalle en la presente memoria. Dicho método comprende: a) cultivar un vector de expresion o célula huésped que
comprende un vector de expresion, que comprende una secuencia codificadora para al menos un polipéptido de
fago en condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido; b) formar la fusién o conjugado de fago (por
ejemplo, por expresion de la secuencia fusionada o conjugacion quimica con el inhibidor celular); y c) recuperar la
fusién o conjugado. En particular, el polipéptido comprende al menos una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-69, o secuencias modificadas de éstas.

La invencion presenta un método para inhibir una célula metanégena que comprende poner en contacto la célula
con el polipéptido de la reivindicacion 1, poner en contacto la célula con la molécula conjugada o molécula de fusién
de la reivindicacién 7 u 8, o con el fago de la reivindicacion 9. Ademas, la invencion presenta un método para inhibir
(por ejemplo, inhibir el crecimiento o replicacion) una célula microbiana, en particular, una célula metanégena, que
comprende: a) opcionalmente, producir o aislar al menos un polipéptido de fago; y b) poner en contacto la célula con
el polipéptido de fago. Aqui también se describe, el polipéptido comprende al menos una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-69, o una secuencia modificada de éstas.

Como una caracteristica afiadida, la presente descripcion engloba un método para inhibir (por ejemplo, inhibir el
crecimiento o replicacion) una célula microbiana, en particular, una célula metandgena, que comprende: a)
opcionalmente, producir o aislar al menos un polipéptido de fago, que comprende ademas al menos un inhibidor
celular; y b) poner en contacto la célula con el polipéptido de fago. Aqui también se describe, el polipéptido
comprende al menos una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-69, o
una secuencia modificada de éstas.

Aqui también se describe un método para detectar y/o medir los niveles de un fago, o un polipéptido o polinucleétido
de fago correspondiente, que comprende: 1) poner en contacto una muestra de un sujeto con un anticuerpo
producido frente a un polipéptido de fago (por ejemplo, al menos una de SEQ ID NO: 1-69, o una secuencia
modificada de éstas) o un polinucledtido correspondiente; y 2) determinar la presencia o niveles del complejo de
anticuerpo formado con el polipéptido o polinucleétido en la muestra. Dichos métodos también pueden usarse para
detectar y/o medir los niveles de una célula microbiana, en particular, una célula metanégena.
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Aqui también se describe un método para detectar y/o medir los niveles de un fago, o un polinucleétido de fago
correspondiente (por ejemplo, una secuencia codificadora de fago), que comprende: 1) poner en contacto una
muestra de un sujeto con un polinucleétido complementario (por ejemplo, una secuencia complementaria a una
cualquiera de SEQ ID NO: 74-142, o secuencia modificada de éstas); y 2) determinar la presencia o niveles del
complejo de hibridacién formado con el polinucledtido de fago en la muestra. Dichos métodos también pueden
usarse para detectar y/o medir los niveles de una célula microbiana, en particular, una célula metandgena.

En aspectos particulares, los métodos de la invencion utilizan componentes de expresion in vivo o in vitro. En otros
aspectos, los métodos emplean polipéptidos producidos por medios recombinantes, sintéticos, o semi-sintéticos, o
polipéptidos producidos por medios endégenos.

Otros aspectos y realizaciones de la invencion se describen en la presente memoria a continuacion.
Descripcion breve de los dibujos
Esta invencion se describe con referencia a realizaciones especificas de ésta y con referencia a las figuras.

FIGS. 1A-1B. Profago @mru de M. ruminantium que muestra las secuencias del sitio de integracion posibles attL y
attR (FIG. 1A), y los médulos funcionales y estructura génica predichos del fago (FIG. 1B).

Fig 1C: Induccién de fago usando aire estéril (estrés de oxigeno).
Fig 1D: Induccion de fago inicial usando MitomicinaC.

Fig 1 E: Electroforesis en gel de agarosa de amplicones de PCR de M. ruminantium inducido (pulso de oxigeno) y no
inducido. Carriles 2 y 4: escalera de ADN de marcador de 1 kb por Invitrogen. Carriles 1 y 3 representan PCR
usando la pareja de cebadores R1F-L2R en ADN aislado de cultivos de M. ruminantium inducido y no inducido,
respectivamente.

FIG. 2. Anotaciones y comentarios del marco de lectura abierto del profago ¢mru.
FIG. 3. Anotacion, funcién predicha y comentarios del marco de lectura abierto del profago ¢mru.

FIGS. 4A-4B. Informacion de secuencia del profago ¢mru de M. ruminantium, incluyendo secuencias codificadoras
del fago emru (FIG. 4A), y secuencias de aminoacidos del fago ¢mru (FIG. 4B).

FIG. 5. Alineamiento de secuencias de ORF 2058 del fago @mru con PeiP de M. marburgensis y PeiW de M. wolfeii.

FIG. 6: Logo de secuencia de proteina de secuencias de péptido sefial de M. ruminantium creado usando LogoBar,
que muestra la sefial consenso central.

FIG. 7: Efecto inhibidor de ORF 2058 en células de M. ruminantium en reposo.

FIG. 8: Efecto inhibidor de ORF 2058 en el crecimiento celular y produccion de metano de M. ruminantium.
Descripcion detallada de la invencién

Definiciones

Secuencias de &cidos nucleicos "alteradas" que codifican polipéptidos de fago, tal y como se usa en la presente
memoria, incluyen aquellas con deleciones, inserciones, o sustituciones de diferentes nucleétidos que resultan en un
polinucleétido que codifica preferiblemente los mismos polipéptidos o funcionalmente equivalentes. El polipéptido o
anticuerpo codificado también puede estar "alterado" y contener deleciones, inserciones, o sustituciones de residuos
de aminoéacidos que producen un cambio silencioso y resultan en un polipéptido funcionalmente equivalente. Las
sustituciones de aminoéacidos deliberadas pueden hacerse sobre la base de similitud en polaridad, carga, solubilidad,
hidrofobicidad, hidrofilicidad, y/o la naturaleza anfipatica de los residuos siempre que la actividad bioldgica (por
ejemplo, asociacion celular, permeabilizacion celular, o lisis celular) o actividad inmunoldgica (por ejemplo, uno o
mas sitios de unién de anticuerpo) del polipéptido se retenga. Por ejemplo, los aminoacidos cargados negativamente
pueden incluir acido aspartico y acido glutamico; los aminoacidos cargados positivamente pueden incluir lisina y
arginina; y los aminoacidos con grupos de cabeza polares no cargados que tienen valores de hidrofilicidad similares
pueden incluir leucina, isoleucina, y valina, glicina y alanina, asparagina y glutamina, serina y treonina, y fenilalanina
y tirosina.

"Secuencia de aminoéacidos"”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a una secuencia de oligopéptido,
péptido, polipéptido, o proteina, y a cualquier fragmento de éstas, y a moléculas naturales, recombinantes,
sintéticas, o semi-sintéticas. Las secuencias de la descripcion comprenden al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 100, 150, 200, 250 aminoacidos, preferiblemente al menos 5 a 10, 10 a 20, 20 a 30, 30 a 40, 40 a 50, 50 a
100, 100 a 150, 150 a 200, 6 200 a 250, 6 250 a 4.000 aminoacidos, y, preferiblemente, retienen la actividad
biologica (por ejemplo, asociacion celular, permeabilizacion celular, o lisis celular) o actividad inmunoldgica (por
ejemplo, uno o mas sitios de unién de anticuerpo) de la secuencia original. Donde la "secuencia de aminoacidos" se
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recita en la presente memoria para hacer referencia a una secuencia de aminoacidos de una molécula de
polipéptido natural, la secuencia de aminoacidos, y términos semejantes, no se pretende que limite la secuencia de
aminoacidos a la secuencia de aminoacidos completa original asociada con la molécula de longitud completa.

"Amplificacion", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a la produccién de copias adicionales de una
secuencia de acido nucleico y se lleva a cabo generalmente usando tecnologias de la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) muy conocidas en la técnica (Dieffenbach, C. W. y G. S. Dveksler (1995) PCR Primer, a
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, NY).

El término "anticuerpo” debe entenderse en el sentido mas amplio posible y se pretende que incluya anticuerpos
monoclonales y anticuerpos policlonales intactos. También se pretende que abarque fragmentos y derivados de
anticuerpos siempre que presenten la actividad biolégica deseada. Anticuerpos engloba moléculas de
inmunoglobulina y partes inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina (lg), es decir, moléculas que
contienen un sitio de unién a antigeno que se une especificamente (inmunorreacciona con) un antigeno. Estos
incluyen, pero no estan limitados a, policlonales, monoclonales, quiméricos, de cadena Unica, fragmentos Fc, Fab,
Fab', y Fab,, y una biblioteca de expresion de Fab.

Las moléculas de anticuerpo se refieren a cualquiera de las clases IgG, IgM, IgA, IgE, e IgD, que se diferencian
entre si por la naturaleza de la cadena pesada presente en la molécula. Estas incluyen también subclases, tales
como IgG1, IgG2, y otras. La cadena ligera puede ser una cadena kappa o una cadena lambda. La referencia en la
presente memoria a anticuerpos incluye una referencia a todas las clases, subclases, y tipos. También estan
incluidos los anticuerpos quiméricos, por ejemplo, anticuerpos monoclonales o fragmentos de éstos que son
especificos para méas de una fuente, por ejemplo, una 0 mas secuencias de raton, humanas, o de rumiante. Estan
incluidos ademas anticuerpos de camélidos o nanocuerpos. Se entenderd que cada referencia a "anticuerpos" o
cualquier termino semejante, en la presente memoria incluye anticuerpos intactos, asi como cualesquiera
fragmentos, alteraciones, derivados, o variantes de éstos.

Los términos "biolégicamente activo" o "funcional”, tal y como se usan en la presente memoria, se refieren a un
polipéptido que retiene una o méas funciones estructurales, inmunolégicas, o bioquimicas (por ejemplo, asociacion
celular, permeabilizacién celular, o lisis celular) de la secuencia.

Los términos "inhibidor celular" o "inhibidor,"” tal y como se usan en la presente memoria, se refieren a agentes que
disminuyen o bloquean el crecimiento o replicacion de células microbianas, especialmente células metandgenas. Un
inhibidor celular puede actuar para disminuir o bloquear, por ejemplo, la division celular. Un inhibidor puede disminuir
o bloquear, por ejemplo, la sintesis de ADN, sintesis de ARN, sintesis de proteinas, o modificaciones posteriores a la
traduccion. Un inhibidor también puede disminuir o bloquear la actividad de enzimas implicadas en la ruta de la
metanogénesis. Un inhibidor también puede estar dirigido a una célula para el reconocimiento por los componentes
del sistema inmune. La inhibicion de una célula también incluye el matar a la célula y la muerte celular, por ejemplo,
de lisis, apoptosis, necrosis, etc. Los inhibidores utiles incluyen, pero no estan limitados a, compuestos anti-
metanogénesis (por ejemplo, acido bromoetanosulfénico), anticuerpos y fragmentos de anticuerpo, enzimas liticas,
acidos nucleicos peptidicos, péptidos antimicrobianos, y otros antibidticos como se describe con detalle en la
presente memoria.

Los términos "complementario” o "complementariedad,” tal y como se usan en la presente memoria, se refieren a la
unién natural de polinucleétidos bajo condiciones permisivas de sal y temperatura por emparejamiento de bases.
Para la secuencia A-G-T, la secuencia complementaria es T-C-A, el complemento reverso es A-C-T y la secuencia
reversa es T-G-A. La complementariedad entre dos moléculas monocatenarias puede ser parcial, en la que s6lo
algunos de los acidos nucleicos se unen, o puede ser completa cuando existe la complementariedad total entre las
moléculas monocatenarias. El grado de complementariedad entre cadenas de &cido nucleico tiene efectos
significativos en la eficiencia y fuerza de la hibridacion entre cadenas de &cido nucleico. Esto es particularmente
importante en las reacciones de amplificacion, que dependen de la union entre cadenas de acido nucleico y en el
disefio y uso de moléculas de PNA.

El término "derivado”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a la modificacion quimica de un &cido
nucleico que codifica un polipéptido de fago, o un &cido nucleico complementario a éste. Dichas modificaciones
incluyen, por ejemplo, el reemplazo de hidrégeno por un grupo alquilo, acilo o amino. En aspectos preferidos, un
derivado de acido nucleico codifica un polipéptido que retiene la funcién biolégica o inmunoldgica de la molécula
natural. Un polipéptido derivado es uno que esta modificado por glicosilacidn, pegilacion, o cualquier proceso similar
que retiene una o mas funciones bioldgicas (por ejemplo, asociacién celular, permeabilizacion celular, o lisis celular)
o funcién inmunolégica de la secuencia de la que se derivo.

El término "homologia”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un grado de complementariedad.
Puede haber homologia parcial (es decir, | de identidad) u homologia completa (es decir, 100% de identidad). Una
secuencia parcialmente complementaria que inhibe al menos parcialmente la hibridacién de una secuencia idéntica
con un acido nucleico diana se refiere usando el término funcional "sustancialmente homéloga". La inhibicion de la
hibridacion de la secuencia completamente complementaria a la secuencia diana puede examinarse usando un
ensayo de hibridacion (transferencia Southern o Northern, hibridacién en disolucién y semejantes) en condiciones de
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baja astringencia. Una secuencia sustancialmente homoéloga o sonda de hibridacién competira para e inhibira la
unién de una secuencia completamente homéloga a la secuencia diana en condiciones de baja astringencia. Esto no
significa que las condiciones de baja astringencia son tales que se permita la unién no especifica; las condiciones de
baja astringencia requieren que la union de dos secuencias entre si sea una interaccion especifica (es decir,
selectiva).

El término "hibridacion”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier proceso mediante el que
una cadena de acido nucleico se une con una cadena complementaria a través de emparejamiento de bases.

Una "insercién" o "adicion”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un cambio en una secuencia de
aminoacidos o nuclettidos que resulta en la adicion de uno o mas residuos de aminoacidos o nucleétidos,
respectivamente, comparado con la molécula natural.

Un "metandgeno,” tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a microbios que producen gas metano, que
incluyen Methanobrevibacter, Methanothermobacter, Methanomicrobium, Methanobacterium, y Methanosarcina. Los
metandgenos especificos incluyen, pero no estan limitados a, Methanobrevibacter ruminantium, Methanobrevibacter
smithii, Methanobrevibacter acididurans, Methanobrevibacter thaueri, Methanobacterium bryantii, Methanobacterium
formicicum, Methanothermobacter marburgensis, Methanothermobacter wolfeii, Methanosphaera stadtmanae,
Methanomicrobium mobile, Methanosarcina barkeri, Methanosarcina mazei, Methanococcoides burtonii, y
Methanolobus taylorii. Todos los géneros y especies de metandgenos estan englobados por este término.

Células "microbianas” tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a células microbianas naturales o
modificadas genéticamente incluyendo arqueabacterias tales como metandgenos, haldfilos, y termoaciddfilos, y
eubacterias, tales como cianobacteria, espiroqueta, proteobacteria, asi como bacterias gram positivas y gram
negativas.

El término "modificado" se refiere a secuencias alteradas y a fragmentos, variantes, y derivados de secuencias,
como se describen en la presente memoria.

"Secuencia de acido nucleico” o "secuencia de nucleotidos” tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a
una secuencia de un polinucleodtido, oligonucleétido, o fragmentos de éstos, y a ADN o ARN de origen natural,
recombinante, sintético, o semi-sintético que puede ser mono o bicatenario, y puede representar la cadena con
sentido o antisentido, y regiones codificadoras o no codificadoras. Las secuencias de la descripcion incluyen lo mas
preferiblemente secuencias codificadoras de polipéptido que comprenden al menos 12, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105,
120, 135, 150, 300, 450, 600, 750 nucledtidos, preferiblemente al menos 15 a 30, 30 a 60, 60 a 90, 90 a 120, 120 a
150, 150 a 300, 300 a 450, 450 a 600, 6 600 a 750 nucledtidos, o al menos 1.000 nucleétidos, o al menos 1.500
nucleétidos. Se entendera que cada referencia a una "secuencia de &cido nucleico” o "secuencia de nucleétidos” en
la presente memoria, incluird la secuencia de longitud completa original, asi como cualesquiera complementos,
fragmentos, alteraciones, derivados, o variantes, de éstos.

El término "oligonucledtido” se refiere a una secuencia de acido nucleico que comprende al menos 6, 8, 10, 12, 15,
18, 21, 25, 27, 30, 6 36 nucledtidos, o al menos 12 a 36 nucledtidos, o al menos 15 a 30 nucledtidos, que puede
usarse, por ejemplo, en amplificacion por PCR, secuenciacién, o ensayos de hibridacion. Tal y como se usa en la
presente memoria, oligonucledtido es sustancialmente equivalente a los términos “"amplimeros”, "cebadores",

"oligébmeros", "oligos", y "sondas", como se define cominmente en la técnica.

"Polipéptido,” tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a los polipéptidos aislados de la invencién
obtenidos de cualquier especie, preferiblemente microbianos, de cualquier fuente ya sea natural, sintética, semi-
sintética, o recombinante. Especificamente, un polipéptido de fago puede obtenerse de células metandgenas, tales
como células de Methanobrevibacter, en particular, células de M. ruminantium, o M. smithii. Para la produccién
recombinante, un polipéptido de la invencién puede obtenerse de células microbianas o eucariotas, por ejemplo,
células de Escherichia, Streptomyces, Bacillus, Salmonella, levadura, insecto tales como Drosophila, células
animales tales como células COS y CHO, o células de plantas. Se entendera que cada referencia a un "polipéptido”,
en la presente memoria, incluira la secuencia de longitud completa original, asi como cualesquiera fragmentos,
alteraciones, derivados, o variantes, de éstas.

El término "polinucledtido”, cuando se usa en el singular o plural, generalmente se refiere a cualquier secuencia de
acido nucleico, por ejemplo, cualquier polirribonucleétido o polidesoxrribonucleétido, que puede ser ARN o ADN no
modificado o ARN o ADN modificado. Esto incluye, sin limitacion, ADN mono y bicatenario, ADN que incluye
regiones mono y bicatenarias, ARN mono y bicatenario, y ARN que incluye regiones mono y bicatenarias, moléculas
hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser mono catenarias 0, mas tipicamente, bicatenarias o incluyen
regiones mono y bicatenarias. También se incluyen regiones tricatenarias que comprenden ARN o ADN o tanto ARN
como ADN. Especificamente incluidos estan ARNm, ADNc, y ADN gendmicos, y cualesquiera fragmentos de éstos.
El término incluye ADN y ARN que contienen una o mas bases maodificadas, tales como bases tritiadas, o bases
inusuales, tales como inosina. Los polinucledtidos de la invencion pueden englobar secuencias codificadoras o no
codificadoras, o secuencias con sentido o antisentido, o ARNi tales como ARNSsi. Se entendera que cada referencia
a un "polinucledtido” o término semejante, en la presente memoria, incluird las secuencias de longitud completa, asi
como cualesquiera complementos, fragmentos, alteraciones, derivados, o variantes de éstos.
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"Acido nucleico peptidico" o "PNA" tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a una molécula antisentido o
agente anti- gen que comprende bases unidas a través de un nucleo peptidico.

El término "rumiante", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a animales gue tienen un rumen como un
tipo especial de 6rgano digestivo. Los rumiantes incluyen, pero no estan limitados a, ganado, ovejas, cabras, bufalo,
alce, antilope, caribq, y ciervo.

Los términos "condiciones astringentes" o "astringencia”, tal y como se usan en la presente memoria, se refieren a
las condiciones para hibridacién definidas por el acido nucleico, sal, y temperatura. Estas condiciones son muy
conocidas en la técnica y pueden alterarse con el fin de identificar o detectar secuencias de polinucleétido idénticas
o relacionadas. Véase, por ejemplo, Sambrook, J. et al. (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Press, Plainview, NY, y Ausubel, F. M. et al. (1989) Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &
Sons, Nueva York, NY. Numerosas condiciones equivalentes que comprenden bien baja o alta astringencia
dependen de factores tales como la longitud y naturaleza de la secuencia (ADN, ARN, composicion de bases),
naturaleza de la diana (ADN, ARN, composicion de bases), medio (en disolucién o inmovilizado en un sustrato
sdlido), concentracion de sales y otros componentes (por ejemplo, formamida, sulfato de dextrano y/o polietilen
glicol), y temperatura de las reacciones (en un intervalo de aproximadamente 5°C por debajo de la temperatura de
fusion de la sonda a aproximadamente 20°C a 25°C por debajo de la temperatura de fusion). Uno o mas factores
pueden variarse para generar condiciones bien de baja o alta astringencia diferentes de, pero equivalentes a, las
condiciones listadas anteriormente.

El término "sujeto" incluye animales humanos y no humanos. Los animales no humanos incluyen, pero no estan
limitados a, pajaros y mamiferos, tales como rumiantes, y en particular, ratones, conejos, gatos, perros, cerdos,
ovejas, cabras, vacas, y caballos.

Los términos "sustancialmente purificado" o "aislado” tal y como se usan en la presente memoria, se refieren a
secuencias de acido nucleico o aminoacidos que se retiran de su entorno celular, recombinante, o sintético, y son al
menos 60% libres, preferiblemente 75% libres, y lo méas preferiblemente al menos 90% libres o al menos 99% libres
de otros componentes con los que estan asociados en un entorno celular, recombinante, o sintético.

"Transformacion”, tal y como se define en la presente memoria, describe un proceso mediante el que el ADN
exogeno entra en y cambia una célula receptora. Puede ocurrir en condiciones naturales o artificiales usando varios
métodos muy conocidos en la técnica. La transformacion puede basarse en cualquier método conocido para la
insercion de secuencias de &cido nucleico extrafias en una célula huésped procariota 0 eucariota. El método se
selecciona sobre la base del tipo de célula huésped que se esta transformando y puede incluir, pero no esta limitado
a, infeccion viral, electroporacién, choque de calor, lipofeccidon, y bombardeo de particulas. Dichas células
"transformadas” incluyen células transformadas de forma estable en las que el ADN insertado es capaz de
replicacién bien como un plasmido que se replica autbnomamente o como parte del cromosoma del huésped.
También incluyen células que expresan de forma temporal el ADN o ARN insertado durante periodos de tiempo
limitados.

Una "variante" de un polipéptido, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a una secuencia de
aminoacidos que se altera por uno 0 mas aminoacidos. Un polinucleétido variante se altera por uno o mas
nucleédtidos. Una variante puede resultar en cambios "conservativos", en los que un aminodcido sustituido tiene
propiedades estructurales o quimicas similares, por ejemplo, reemplazo de leucina con isoleucina. Mas raramente,
una variante puede resultar en cambios "no conservativos", por ejemplo, reemplazo de una glicina con un triptéfano.
Las variaciones menores analogas también pueden incluir deleciones o inserciones de aminoacidos, o ambas. La
guia para determinar qué residuos de aminoacidos pueden sustituirse, insertarse, o delecionarse sin suprimir la
actividad bioldgica o inmunolégica puede encontrarse usando programas informaticos muy conocidos en la técnica,
por ejemplo, software LASERGENE (DNASTAR).

La descripcion también engloba variantes que retienen al menos una actividad biol6gica (por ejemplo, asociacion
celular, permeabilizacion celular, o lisis celular) o actividad inmunoldgica del polipéptido. Una variante preferida es
una que tiene sustancialmente la misma secuencia o una funcionalmente equivalente, por ejemplo, al menos 80%, y
mas preferiblemente al menos 90% de identidad de secuencia respecto a una secuencia descrita. Una variante lo
mas preferida es una que tiene al menos 95%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, al menos 99,5%, al
menos 99,8%, o al menos 99,9% de identidad de secuencia respecto a una secuencia descrita en la presente
memoria. El porcentaje de identidad se determina mediante el alineamiento de las dos secuencias que se van a
comparar como se describe més adelante, determinando el nimero de residuos idénticos en la parte alineada,
dividiendo ese numero por el nimero total de residuos en la secuencia inventiva (de busqueda), y multiplicando el
resultado por 100. Un programa de alineamiento util es AlignX (Vector NTI).

Descripcion de la invencién

El metano se produce en el intestino anterior de los rumiantes por metanégenos que actian como reductores
terminales del carbono en el sistema del rumen. La ruta de metanogénesis de mdltiples etapas esta bien elucidada,
principalmente a partir del estudio de metanégenos no del rumen, pero las adaptaciones que permiten a los
metandgenos crecer y persistir en el rumen no se entienden bien. Methanobrevibacter ruminantium es un
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metandgeno prominente en los rumiantes de Nueva Zelanda. Como se describe en la presente memoria, el genoma
de M. ruminantium se ha secuenciado y se muestra con un tamafio de aproximadamente 3,0 Mb con un contenido
GC de 33,68%. Como un descubrimiento inesperado, se encontré que el genoma de M. ruminantium incluye una
secuencia de profago (designado ¢@mru) con modulos funcionales distintos que codifica la integracion del fago,
replicacién de y encapsidacion del ADN, proteinas de la capside, lisis, y funciones de conversion lisogénicas.

El fago de M. ruminantium se identificé durante secuenciacién de alto rendimiento, cuando se encontré que una
regiéon de 30 a 40 kb del genoma estaba sobre-representada en los clones secuenciados. Esto sugirié que una parte
del genoma estaba presente en un niimero mas alto de copias de lo normal, y podria atribuirse a la replicacion de un
fago residente. La region sobre-representada se investigo y los analisis bioinformaticos detallados de los marcos de
lectura abiertos predichos presentes indicaron que contenia genes semejantes a fago. Se ha mostrado que una
region con bajo GC encontrada en el extremo distal de la secuencia de fago (conversion lisogénica) alberga un
sistema de modificacion de ADN predicho por azufre (dnd) que podria proporcionar una modificacion adicional de
ADN de huésped o extrafio. La secuencia de profago de M. ruminantium se describe con detalle en la presente
memoria. En varios aspectos de la invencion, los polinucleétidos y polipéptidos del profago pueden usarse como un
medio para inhibir los metandgenos y/o la metanogénesis en el rumen, y para elucidar adicionalmente el papel de M.
ruminantium en la formacién de metano.

Aqui se describen por lo tanto polipéptidos de fago, incluyendo aquellos que comprenden al menos una de SEQ ID
NO: 1-69, y fragmentos, variantes, y derivados de éstos. Aqui también se describe el uso de estos polipéptidos para
tomar como diana e inhibir células microbianas, especialmente células metan6genas. Aqui se describe ademés
engloba el uso de los polipéptidos para la inhibicion del crecimiento o replicacion de dichas células, Los polipéptidos
de la presente invencion pueden expresarse y usarse en varios ensayos para determinar su actividad bioldgica. Los
polipéptidos pueden usarse para protocolos de sintesis y aislamiento a gran escala, por ejemplo, para produccion
comercial. Dichos polipéptidos pueden usarse para producir anticuerpos, para aislar secuencias de aminoacidos
correspondientes, y para determinar cuantitativamente los niveles de las secuencias de aminoacidos. Los
polipéptidos de la presente invencidon también pueden usarse como composiciones, por ejemplo, composiciones
farmacéuticas, y como suplementos alimenticios, por ejemplo, componentes del alimento de rumiantes. Los
polipéptidos de la presente invencion también tienen beneficios para la salud. En aspectos relacionados con la
salud, los inhibidores de metandégenos pueden usarse para restaurar la energia en el sujeto que normalmente se
pierde como metano. En aspectos particulares, pueden usarse dispositivos ruminales de liberaciéon lenta
conjuntamente con los polipéptidos, y composiciones (por ejemplo, composiciones farmacéuticas y suplementos
alimenticios) de la descripcion.

Aqui también se describen polipéptidos que comprenden al menos una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en: (a) polipéptidos que comprenden al menos una secuencia de amino4cidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 1-69, o fragmentos, variantes, o derivados de éstas; (b) polipéptidos que comprenden un
dominio funcional de al menos una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
1-69, y fragmentos y variantes de éstas; y (c) polipéptidos que comprenden al menos un numero especificado de
residuos contiguos de al menos una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
1-69, o variantes o derivados de éstas.

Aqui también se describen polinucleétidos que codifican al menos un polipéptido de fago, incluyendo aquellos de
SEQ ID NO: 1-69, y fragmentos, variantes, y derivados de éstos. Aqui también se describe el uso de estos
polinucleétidos para preparar vectores de expresion y células huésped para tomar como diana e inhibir células
microbianas, especialmente células metandgenas. Aqui se describe el uso de los polinucleétidos para la inhibicion
del crecimiento o replicacion de dichas células. Los polinucleétidos aislados de la presente invencion también tienen
utilidad en el mapeo genémico, en el mapeo fisico, y en la clonaciéon de genes de fagos mas o menos relacionados.
Las sondas disefiadas usando los polinucleétidos de la presente invencion pueden usarse para detectar la presencia
y examinar los patrones de expresion de genes en cualquier organismo que tenga secuencias de ADN y ARN lo
suficientemente homologas en sus células, usando técnicas que son muy conocidas en la técnica, tales como
técnicas transferencia en ranura o analisis de micromatrices. Los cebadores disefiados usando los polinucleétidos
de la presente invencion pueden usarse para secuenciacion y amplificaciones por PCR. Los polinucledtidos de la
presente invencion también pueden usarse como composiciones, por ejemplo, composiciones farmacéuticas, y
como suplementos alimenticios, por ejemplo, componentes de alimento de rumiantes. Los polinucleétidos de la
presente invencion también tienen beneficios para la salud. Para dichos beneficios, los polinuclettidos pueden
presentarse como vectores de expresion o células huésped que comprenden vectores de expresion. En aspectos
particulares, pueden usarse dispositivos ruminales de liberacion lenta conjuntamente con los polinucledtidos,
vectores, células huésped, y composiciones (por ejemplo, composiciones farmacéuticas y suplementos alimenticios)
de la descripcién.

Aqui también se describen polinucleétidos que comprenden al menos una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en: (a) secuencias que comprenden una secuencia codificadora para al menos una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-69, o fragmentos o variantes de éstas; (b)
complementos, secuencias reversas, y complementos reversos de una secuencia codificadora para al menos una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-69, o fragmentos o variantes de
éstas; (c) marcos de lectura abiertos contenidos en la secuencia codificadora para al menos una secuencia de
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aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-69, y sus fragmentos y variantes; (d) dominios
funcionales de una secuencia codificadora para al menos una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
gue consiste en SEQ ID NO: 1-69, y fragmentos y variantes de éstas; y (e) secuencias que comprenden al menos un
namero especificado de residuos contiguos de una secuencia codificadora para al menos una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-69, o variantes de éstas. Aqui también se
describe un polinucleétido aislado que comprende una secuencia codificadora para al menos una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-69.

Aqui también se describen polinucleétidos que comprenden al menos una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en: (a) secuencias que comprenden al menos una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 74-142, o fragmentos o variantes de éstas; (b) complementos, secuencias reversas, y
complementos reversos de una secuencia codificadora para al menos una secuencia de acido nucleico seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 74-142, o fragmentos o variantes de éstas; (c) marcos de lectura abiertos
contenidos en la secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 74-142, y sus
fragmentos y variantes; (d) dominios funcionales de una secuencia codificadora de al menos una secuencia de acido
nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 74-142, y fragmentos y variantes de éstas; y (e)
secuencias que comprenden al menos un nimero especificado de residuos contiguos de al menos una secuencia de
acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 74-142, o variantes de éstas. También se
proporcionan sondas y cebadores de oligonucledtido y sus variantes obtenidas de cualquiera de las secuencias
descritas.

Los expertos en la técnica apreciaran que, como resultado de la degeneracion del cédigo genético, puede producirse
una multitud de secuencias de nucleétidos que codifican los polipéptidos de la invencion, algunas presentando una
homologia minima con las secuencias de nucleétidos de cualquier gen conocido y natural. Asi, la descripcion
contempla cada una y todas las variaciones posibles de secuencia de nucleétidos que podrian prepararse mediante
la seleccion de combinaciones sobre la base de elecciones de codones posibles. Estas combinaciones se hacen
segun el codigo genético de triplete bacteriano estandar como se aplica a secuencias de aminoacidos naturales.

Las secuencias de nucleétidos que codifican los polipéptidos de fago, o sus fragmentos o variantes, son
preferiblemente capaces de hibridar con la secuencia de nucleétidos de la secuencia natural en condiciones
apropiadamente seleccionadas de astringencia. Sin embargo, puede ser ventajoso producir secuencias de
nucleétidos que codifican un polipéptido, o su fragmento o derivado, que poseen un uso de codones sustancialmente
diferente. Pueden seleccionarse codones para incrementar la velocidad a la que ocurre la expresion del polipéptido
en un huésped procariota o0 eucariota particular segun la frecuencia con la que los codones particulares se utilizan
por el huésped. Por ejemplo, los codones pueden optimizarse para expresion en E. coli segun métodos conocidos.
Otras razones para alterar sustancialmente la secuencia de nucleétidos que codifica polipéptidos y sus derivados sin
alterar las secuencias de aminoacidos codificadas incluyen la produccion de transcritos de ARN que tienen
propiedades mas deseables, tales como mayor vida media, que los transcritos producidos a partir de la secuencia
natural.

Aqui también se describe la produccion de secuencias de ADN, o fragmentos de éstas, que codifican los
polipéptidos, o sus fragmentos o variantes, completamente por quimica sintética. Después de la produccion, la
secuencia sintética puede insertarse en cualquiera de los muchos vectores de expresion y sistemas de células
disponibles usando reactivos que son muy conocidos en la técnica. Ademas, la quimica sintética puede usarse para
introducir mutaciones en una secuencia que codifica un polipéptido, o cualesquiera variantes o fragmento de ésta.
Aqui también se describen secuencias de polinucleétido que son capaces de hibridar con las secuencias de
nucleétidos reivindicadas, y en particular, aguellas mostradas en SEQ ID NO: 74-149, o sus complementos en varias
condiciones de astringencia como se ensefia en Wahl, G. M. y S. L Berger (1987; Métodos Enzymol. 152:399-407) y
Kimmel, A. R. (1987; Métodos Enzymol. 152:507-511).

Los métodos para la secuenciacién de ADN son muy conocidos y estan disponibles generalmente en la técnica y
pueden usarse para poner en practica cualquiera de las realizaciones de la descripcion. Los métodos pueden
emplear enzimas tales como el fragmento de Klenow de la ADN polimerasa |, SEQUENASA (U.S. Biochemical Corp,
Cleveland, OH), polimerasa Taqg (Perkin Elmer), polimerasa termoestable T7 Amersham Pharmacia Biotech
(Piscataway, NJ), o combinaciones de polimerasas y exonucleasas con capacidad de correccion tales como las
encontradas en el sistema de amplificacion ELONGASE comercializado por Life Technologies (Gaithersburg, MD).
Preferiblemente, el proceso se automatiza con maquinas tales como el Hamilton Micro Lab 2200 (Hamilton, Reno,
NV), ciclador termal Peltier (PTC200; MJ Research, Watertown, MA) el catalizador ABI y secuenciadores de ADN
373y 377 (Perkin Elmer), o el secuenciador Genome 20™ (Roche Diagnostics).

Las secuencias de acido nucleico que codifican los polipéptidos pueden extenderse utilizando una secuencia de
nucleétidos parcial y empleando varios métodos conocidos en la técnica para detectar secuencias en 5' tales como
promotores y elementos reguladores, y elementos en 3' tales como terminadores y estructuras de ARN no
codificadoras. Por ejemplo, un método que puede emplearse, PCR de "sitio de restricciébn" usa cebadores
universales para recuperar la secuencia desconocida adyacente a un locus conocido (Sarkar, G. (1993) PCR
Methods Applic. 2:318-322). En particular, el ADN gendmico se amplifica en primer lugar en presencia de cebador a
una secuencia conectora y un cebador especifico de la region conocida. Las secuencias amplificadas se someten
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entonces a una segunda ronda de PCR con el mismo cebador conector y otro cebador especifico interno al primero.
Los productos de cada ronda de PCR se transcriben con una ARN polimerasa apropiada y se secuencian usando
transcriptasa inversa.

Otro método util es PCR, inversa, también denominada IPCR (véase, por ejemplo, Ochman H, Gerber AS, Hartl DL.
Genetics. 1988 nov;120(3):621-3). La PCR inversa puede emplearse cuando sélo se conoce una secuencia interna
del ADN diana. El método de PCR inversa incluye una serie de digestiones y auto-ligaciones con el ADN siendo
cortado por una endonucleasa de restriccion. Este corte resulta en una secuencia conocida en uno de los extremos
de secuencias desconocidas. Segln este método, el ADN diana se corta ligeramente en fragmentos mas pequefios
de varias kilobases por digestion con endonucleasa de restriccién. La auto-ligacién se induce entonces bajo
concentraciones bajas causando que se reforme el nicleo fosfato y se produzca un producto de ligacion de ADN
circular. EI ADN diana se digiere por restriccion con una endonucleasa conocida. Esto genera un corte en la
secuencia interna conocida generando un producto lineal con secuencias terminales conocidas. Este producto
puede usarse entonces para PCR estandar que se lleva a cabo con cebadores complementarios a las secuencias
internas conocidas.

Los sistemas de electroforesis capilar que estan disponibles comercialmente pueden usarse para analizar el tamafio
o confirmar la secuencia de nucledtidos de los productos de secuenciacion o PCR. En particular, la secuenciacion
capilar puede emplear polimeros en forma de polvo fluido seco para la separacién electroforética, cuatro colorantes
fluorescentes diferentes (uno para cada nucleétido) que se activan con laser, y deteccion de las longitudes de onda
emitidas por una cadmara con dispositivo de carga acoplada. La intensidad de salida/luz puede convertirse en sefial
eléctrica usando un software apropiado (por ejemplo, GENOTYPER y Sequence NAVIGATOR, Perkin Elmer) y el
proceso completo desde la carga de las muestras hasta el andlisis informético y presentacion de los datos
electronicos puede controlarse por ordenador. La electroforesis capilar es especialmente preferible para la
secuenciacion de partes pequefias de ADN que podrian estar presentes en cantidades limitadas en una muestra
particular.

Recientemente, la pirosecuenciacion ha surgido como una metodologia de secuenciacion util. Véase, por ejemplo,
Ronaghi, M. et al. 1996. Real-time DNA sequencing using detection of pyrophosphate release. Anal. Biochem. 242:
84-89; Ronaghi, M. et al. 1998. A sequencing method based on real-time pyrophosphate. Science 281: 363-365;
Ronaghi, M. et al. 1999. Analyses of secondary structures in DNA by pyrosequencing. Anal. Biochem. 267: 65- 71;
Ronaghi 2001. Genome Res. Vol. 11, Nimero 1, 3-11; Nyren The history of pyrosequencing. Métodos Mol Biol.
2007;373:1-14. La pirosecuenciacion tiene las ventajas de exactitud, flexibilidad, procesamiento paralelo, y puede
automatizarse facilmente. Ademas, la técnica dispensa con la necesidad de cebadores marcados, nucleétidos
marcados, y electroforesis en gel. Segun este método, la polimerasa cataliza la incorporacién de nucleétidos en una
cadena de &cido nucleico. Como resultado de la incorporacién, se liberan moléculas de pirofosfato y posteriormente
se convierten por sulfurilasa en ATP. Se produce luz en la reaccion de la luciferasa durante la cual se oxida una
molécula de luciferina. Después de la adicion de cada nucleétido, se lleva a cabo una etapa de lavado para permitir
la adicion iterativa. Los nucledtidos se degradan continuamente por enzima que degrada nucleétidos permitiendo la
adicion de un nucledtido posterior. La pirosecuenciacion se ha aplicado con éxito como una plataforma para la
secuenciacion a gran escala, incluyendo andlisis genémico y metagenémico (véase, por ejemplo, El secuenciador
gendmico FLX™ de 454 Life Sciences/Roche).

El sistema SOLID™ también se ha desarrollado para secuenciacion (véase, por ejemplo, Applied Biosystems.
Application Fact Sheet para el sistema SOLID™. Foster City, CA). Esta metodologia se basa en la ligacion
secuencial de oligonucledtidos marcados con colorante para amplificar de forma clonal fragmentos de ADN unidos a
lechos magnéticos. En este método, la secuencia de ADN se genera midiendo la ligacion seriada. La reaccion de
ligacion se basa en el reconocimiento de sonda, no adicion secuencial, y por lo tanto es menos propensa a
acumulacion de errores. La naturaleza de la quimica elimina virtualmente la posibilidad de inserciones o deleciones
espurias. La etapa de ligacion y tratamiento con fosfatasa de las sondas no ligadas previene el desfase. Ademas,
después de siete ciclos de ligacion, el cebador original se retira del molde y un nuevo cebador se hibrida para
empezar a interrogar en la posicion n-1. El uso de esta fase de "reseteado" permite la reduccion del ruido sistémico y
permite longitudes de lectura mas largas. Ademas, se usa dos bases que codifican para discriminar entre errores de
medida en lugar de polimorfismos verdaderos. Los cambios en una Unica posicidon se identifican como errores
aleatorios y pueden eliminarse por el software en el analisis de los datos. Como una plataforma analitica, el sistema
SOLID™ tiene aplicaciones en la secuenciacién a gran escala, expresion génica digital, ChlP y estudios de
metilacion, y es particularmente Util para detectar variacion genémica.

En otra realizacion de la invencion, pueden usarse polinucleétidos o fragmentos de éstos que codifican polipéptidos
en moléculas de ADN recombinantes para dirigir la expresion de los polipéptidos, o fragmentos o variantes de éstos,
en células huésped apropiadas. Debido a la degeneracién inherente del codigo genético, otras secuencias de ADN
que codifican sustancialmente la misma o funcionalmente equivalente secuencia de aminoacidos pueden producirse,
y estas secuencias pueden usarse para clonar y expresar polipéptidos de fago. Las secuencias de nucleétidos de la
presente invencion pueden prepararse por ingenieria usando métodos generalmente conocidos en la técnica con el
fin de alterar secuencias que codifican aminoacidos por una variedad de razones, incluyendo, pero no limitado a,
alteraciones que modifican la clonacion, procesamiento, y/o expresion del producto génico. intercambio de ADN por
fragmentacion aleatoria y re-ensamblaje por PCR de fragmentos génicos y oligonucleétidos sintéticos puede usarse
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para preparar por ingenieria las secuencias de nucleétidos. Por ejemplo, la mutagénesis dirigida a sitio puede usarse
para insertar nuevos sitios de restriccion, alterar los patrones de glicosilacion, cambiar la preferencia de codones,
introducir mutaciones, y asi sucesivamente.

En otra realizacion de la invencion, las secuencias de acido nucleico naturales, modificadas, o recombinantes que
codifican polipéptidos pueden ligarse a una secuencia heteréloga para codificar una proteina de fusion. Por ejemplo,
puede ser util codificar una secuencia quimérica que pueda ser reconocida por un anticuerpo disponible
comercialmente. Una proteina de fusion también puede prepararse por ingenieria para contener un sitio de escision
localizado entre el polipéptido de la invencién y la secuencia de la proteina heter6loga, de manera que el polipéptido
pueda escindirse y purificarse del resto heterélogo.

En otra realizacion, las secuencias que codifican polipéptidos pueden sintetizarse, totalmente o en parte, usando
métodos quimicos muy conocidos en la técnica (véase Caruthers, M. H. et al. (1980) Nucl. Acids Res. Symp. Ser.
215-223, Horn, T. et al. (1980) Nucl. Acids Res. Symp. Ser. 225-232). Alternativamente, el polipéptido en si mismo
puede producirse usando métodos quimicos para sintetizar la secuencia de aminoacidos, o un fragmento de ésta.
Por ejemplo, la sintesis del polipéptido puede llevarse a cabo usando varias técnicas en fase sélida (Roberge, J. Y.
et al. (1995) Science 269:202-204; Merrifield J. (1963) J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2154) y la sintesis automatizada
puede conseguirse, por ejemplo, usando el sintetizador peptidico ABI 431A (Perkin Elmer). Varios fragmentos de
polipéptidos pueden sintetizarse quimicamente separadamente y combinarse usando métodos quimicos para
producir la molécula de longitud completa.

El polipéptido recién sintetizado puede aislarse por cromatografia liquida de alta resolucion preparativa (por ejemplo,
Creighton, T. (1983) Proteins Structures y Molecular Principles, WH Freeman and Co., Nueva York, NY). La
composicion de los polipéptidos sintéticos puede confirmarse por andlisis de aminoacidos o secuenciacién (por
ejemplo, el procedimiento de degradacion de Edman; Creighton, supra). Adicionalmente, la secuencia de
aminoacidos del polipéptido, o cualquier parte de ésta, puede alterarse durante la sintesis directa y/o combinarse
usando métodos quimicos con secuencias de otras proteinas, o cualquier pate de éstas, para producir una molécula
variante.

Con el fin de expresar polipéptidos biolégicamente activos, las secuencias de nucledtidos que codifican el
polipéptido o equivalentes funcionales, pueden insertarse en un vector de expresién apropiado, es decir, un vector
gue contiene los elementos necesarios para la transcripcion y traduccion de la secuencia codificadora insertada. Los
métodos que son muy conocidos para los expertos en la técnica pueden usarse para construir vectores de expresion
gue contienen secuencias que codifican el polipéptido y elementos de control de la transcripcion y traduccion
apropiados. Estos métodos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas, y recombinacién
genética in vivo. Dichas técnicas se describen en Sambrook, J. et al. (2001) Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, NY, y Ausubel, F. M. et al. (2007) Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, NY.

Puede utilizarse una variedad de sistemas de vector de expresion/huésped para contener y expresar secuencias que
codifican los polipéptidos de la invencion. Estos incluyen, pero no estan limitados a, microorganismos tales como
bacterias transformadas con vectores de expresién recombinantes de ADN de fago, plasmido o c6smido; levaduras
transformadas con vectores de expresion de levadura; sistemas de células de insectos infectadas con vectores de
expresion de virus (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células de plantas transformadas con vectores de
expresion de virus (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con
vectores de expresion bacterianos (por ejemplo, plasmidos Ti o pBR322); o sistemas de células de animales. Para
las bacterias, los plasmidos utiles incluyen los plasmidos pET, pRSET, pTrcHis2, y pBAD de Invitrogen, los
plasmidos pET y pCDF de Novagen, y los plasmidos Director™ de Sigma-Aldrich. Para los metandgenos, los
plasmidos dtiles incluyen, pero no estan limitados a pME2001, pMV15, y pMP1. En particular, puede usarse
Escherichia coli con el vector de expresion pET. La invencion no esté limitada por el vector de expresion o célula
huésped empelada.

Los "elementos de control' o "secuencias reguladoras" son aquellas regiones no traducidas del vector-
potenciadores, promotores, regiones no traducidas en 5'y 3' - que interaccionan con las proteinas de la célula
huésped para llevar a cabo la transcripcion y traduccion. Dichos elementos pueden variar en su fuerza y
especificidad. Dependiendo del sistema de vector y huésped utilizado, puede usarse cualquier nimero de elementos
de la transcripcion y traduccion adecuados, incluyendo promotores constitutivos e inducibles. Por ejemplo, cuando
se clona en sistemas bacterianos, pueden usarse promotores inducibles tales como el promotor hibrido lacZ del
fagémido BLUESCRIPT (Stratagene, LaJolla, CA) o plasmido pSPORT1 (Life Technologies) y semejantes. El
promotor de polihedrina de baculovirus puede usarse en células de insecto. Los promotores o potenciadores
derivados de los genomas de células de plantas (por ejemplo, de choque térmico, RUBISCO, y genes de proteinas
de almacenamiento) o de virus de plantas (por ejemplo, promotores virales 0 secuencias lider) pueden clonarse en
el vector.

En sistemas bacterianos, pueden seleccionarse varios vectores de expresion dependiendo del uso pretendido para
el polipéptido. Por ejemplo, cuando se necesitan grandes cantidades de polipéptido, pueden usarse vectores que
dirigen un alto nivel de expresion de proteinas de fusion que se purifican facilmente. Dichos vectores incluyen, pero
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no estan limitados a, los vectores de clonacion y expresion multifuncionales de E. coli tales como BLUESCRIPT
(Stratagene), en el que la secuencia que codifica un polipéptido puede ligarse en el vector en marco con secuencias
para la Met amino-terminal y los 7 residuos posteriores de B-galactosidasa de manera que se produce una proteina
hibrida; vectores pIN (Van Heeke, G. y S. M. Schuster (1989) J. Biol. Chem. 264:5503-5509); y semejantes.

Los vectores pGEX (Promega, Madison, WI) también pueden usarse para expresar los polipéptidos como proteinas
de fusion con glutation-S-transferasa (GST). En general, dichas proteinas de fusién son solubles y pueden
purificarse faciimente de células lisadas por adsorcion a lechos de glutatién-agarosa seguido de eluciéon en
presencia de glutation libre. Las proteinas preparadas en dichos sistemas pueden disefiarse para incluir heparina,
trombina, o sitios de escisién de la proteasa factor Xa de manera que el polipéptido clonado de interés puede
liberarse del resto GST segun se desee. En la levadura, Saccharomyces cerevisiae, pueden usarse varios vectores
que contienen promotores constitutivos o inducibles tales como factor alfa, alcohol oxidasa, y PGH. Para revisiones,
véase Ausubel et al. (supra) y Grant et al. (1987) Methods Enzymol. 153:516-544.

También pueden usarse sefiales especificas de inicio para conseguir una traduccion mas eficiente de las secuencias
gue codifican los polipéptidos de la invencion. Dichas sefiales incluyen el codén de inicio ATG y secuencias
adyacentes. En los casos en los que las secuencias que codifican un polipéptido, su coddn de inicio, y secuencias
en 5' se insertan en el vector de expresion apropiado, pueden no necesitarse sefiales de control de la transcripcion o
traduccion adicionales. Sin embargo, en los casos en los que se inserta s6lo la secuencia codificadora, o un
fragmento de ésta, deben proporcionarse sefiales de control de la traduccién exdgenas incluyendo el codén de inicio
ATG. Ademas, el coddn de inicio debe estar en el marco de lectura correcto para asegurar la traduccién del inserto
completo. Los elementos de traduccion y codones de inicio exdégenos pueden ser de varios origenes, tanto natural
como sintético. La eficiencia de la expresion puede potenciarse por la inclusion de potenciadores que sean
apropiados para el sistema celular particular que se usa, tales como los descritos en la bibliografia (Scharf, D. et al.
(1994) Results Probl. Cell Differ. 20:125-162).

Ademas, puede elegirse una cepa de célula huésped por su capacidad de modular la expresion de las secuencias
insertadas o para procesar el polipéptido expresado de la manera deseada. Dichas modificaciones de la secuencia
incluyen, pero no estan limitadas a, acetilacion, carboxilacion, glicosilacién, fosforilacién, lipidacién, y acilacion. El
procesamiento posterior a la traduccion que escinde una forma "prepro” del polipéptido también puede usarse para
facilitar la insercion, plegamiento, y/o funcién correcta. Diferentes células huésped que tienen una maquinaria celular
especifica y mecanismos caracteristicos para las actividades posteriores a la traduccion estan disponibles en la
American Type Culture Collection (ATCC; Bethesda, MD) y pueden elegirse para asegurar la modificacién y
procesamiento correcto de la secuencia. Las células huésped especificas incluyen, pero no estan limitadas a,
células metandgenas, tales como células de Methanobrevibacter, en particular, células de M. ruminantium, o M.
smithii. Las células huésped de interés incluyen, por ejemplo, Rhodotorula, Aureobasidium, Saccharomyces,
Sporobolomyces, Pseudomonas, Erwinia y Flavobacterium; u otros organismos tales como Escherichia,
Lactobacillus, Bacillus, Streptomyces, y semejantes. Las células huésped especificas incluyen Escherichia coli, que
es particularmente idonea para uso con la presente invencién, Saccharomyces cerevisiae, Bacillus thuringiensis,
Bacillus subtilis, Streptomyces lividans, y semejantes.

Hay varias técnicas para introducir acidos nucleicos en células eucariotas cultivadas in vitro. Estas incluyen métodos
quimicos (Feigner et al., Proc. Natl. Acad. ScL, USA, 84:7413 7417 (1987); Bothwell et al., Methods for Cloning and
Analysis of Eukaryotic Genes, Eds., Jones y Bartlett Publishers Inc., Boston, Mass. (1990), Ausubel et al., Short
Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Nueva York, NY (1992); y Farhood, Annal. NY Acad. ScL,
716:23 34 (1994)), el uso de protoplastos (Bothwell, supra) o pulsos eléctricos (Vatteroni et al., Mutn. Res., 291 :163
169 (1993); Sabelnikov, Prog. Biophys. Mol. Biol., 62: 119 152 (1994); Bothwell et al., supra; y Ausubel et al., supra),
uso de virus atenuados (Davis et al., J. Virol. 1996, 70(6), 3781 3787; Brinster et al. J. Gen. Virol. 2002, 83(Pt 2), 369
381; Moss, Dev. Biol. Stan., 82:55 63 (1994); y Bothwell et al., supra), asi como métodos fisicos (Fynan et al., supra;
Johnston et al., Meth. Cell Biol., 43(Pt A):353 365 (1994); Bothwell et al., supra; y Ausubel et al., supra).

La administracion exitosa de acidos nucleicos a tejidos animales puede conseguirse por liposomas catidnicos
(Watanabe et al., Mol. Reprod. Dev., 38:268 274 (1994)), inyeccion directa de ADN o ARN desnudo en tejido
muscular animal (Robinson et al., Vacc., 11:957 960 (1993); Hoffman et al., Vacc. 12:1529 1533; (1994); Xiang et al.,
Virol., 199:132 140 (1994); Webster et al., Vacc., 12:1495 1498 (1994); Davis et al., Vacc, 12:1503 1509 (1994);
Davis et al., Hum. Molec. Gen., 2:1847 1851 (1993); Dalemans et al. Ann NY Acad. Sci. 1995, 772, 255 256. Conry,
et al. Cancer Res. 1995, 55(7), 1397-1400), y embriones (Naito et al., Mol. Reprod. Dev., 39:153 161 (1994); y
Burdon et al., Mol. Reprod. Dev., 33:436 442 (1992)), inyeccion intramuscular de vacunas de ARN auto replicante
(Davis et al., J Virol 1996, 70(6), 3781 3787; Balasuriya et al. Vaccine 2002, 20(11 12), 1609 1617) o inyeccion
intradérmica de ADN usando la tecnologia de "pistola de genes" (Johnston et al., supra).

Una variedad de protocolos para detectar y medir la expresion de los polipéptidos de la invencion, usando bien
anticuerpos policlonales o monoclonales especificos para la proteina, son conocidos en la técnica. Los ejemplos
incluyen ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), y separacion celular
activada por fluorescencia (FACS). Puede usarse un inmunoensayo basado en monoclonal de dos sitios con
anticuerpos monoclonales reactivos para dos epitopos que no interfieren en el polipéptido, pero también puede
usarse un ensayo de unién competitiva. Estos y otros ensayos se describen, entre otros lugares, en Hampton, R. et

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 625 144 T3

al. (1990; Serological Methods, a laboratory Manual, APS Press, St Paul, MN) y Maddox, D. E. et al. (1983; J. Exp.
Med. 158:1211-1216).

Una amplia variedad de marcadores y técnicas de conjugacion es conocida para los expertos en la técnica y pueden
usarse en varios ensayos de acidos nucleicos y aminoacidos. Los medios para producir sondas marcadas de
hibridaciéon o PCR para detectar secuencias relacionadas con polinucleétidos incluyen oligomarcaje, desplazamiento
de mella, marcaje terminal o amplificacion por PCR usando un nucleétido marcado. Alternativamente, las secuencias
que codifican los polipéptidos, o cualesquiera fragmentos o variantes de éstos, pueden clonarse en un vector para la
produccién de una sonda de ARNm. Dichos vectores son conocidos en la técnica, estan disponibles
comercialmente, y pueden usarse para sintetizar sondas de ARN in vitro por adicion de una ARN polimerasa
apropiada tal como T7, T3, o SP6 y nucle6tidos marcados. Estos procedimientos pueden llevarse a cabo usando
una variedad de kits disponibles comercialmente Amersham Pharmacia Biotech, Promega, y US Biochemical. Las
moléculas informadoras o marcadores adecuados, que pueden usarse para facilitar la deteccion, incluyen
radionuclidos, enzimas, agentes fluorescentes, quimioluminiscentes, o cromogénicos, asi como sustratos,
cofactores, inhibidores, particulas magnéticas, y semejantes.

Los vectores de expresion o células huésped transformadas con vectores de expresion pueden replicarse en
condiciones adecuadas para la expresion y recuperacion del polipéptido del cultivo. El cultivo puede comprender
componentes para la expresion in vitro o in vivo. Los componentes de la expresion in vitro incluyen aquellos para
lisados de reticulocitos de conejo, lisados de E. coli, y extractos de germen de trigo, por ejemplo, sistemas
Expressway™ o RiPs de Invitrogen, sistemas Genelator™ de iNtRON Biotechnology, sistemas EcoPro™ o STP3™
de Novagen, sistemas acoplados TNT® Quick de Promega, y sistemas EasyXpress de QIAGEN. El polipéptido
producido del cultivo puede secretarse o estar contenido intracelularmente, dependiendo de la secuencia y/o el
vector usado. En aspectos particulares, los vectores de expresion que codifican un polipéptido de fago pueden
disefiarse para contener secuencias sefial que dirigen la secrecién del polipéptido a través de la membrana de
células procariotas o eucariotas.

Otras construcciones pueden incluir un dominio de aminoacido que facilitara la purificacion del polipéptido. Dichos
dominios incluyen, pero no estan limitados a, péptidos quelantes de metales tales como médulos histidina-triptéfano
(por ejemplo, 6X-HIS (SEQ ID NO: 150)) que permiten la purificacion en metales inmovilizados, dominios de proteina
A que permiten la purificacion en inmunoglobulina inmovilizada, y el dominio utilizado en el sistema de purificacion
por extensién/afinidad FLAG® (Immunex Corp., Seattle, WA). Las etiquetas de epitopo utiles incluyen 3XFLAG®,
HA, VSV-G, V5, HSV, GST, GFP, MBP, GAL4, y B-galactosidasa. Los plasmidos utiles incluyen aquellos que
comprenden una etiqueta de biotina (por ejemplo, plasmidos PinPoint™ de Promega), proteina de unién a
calmodulina (por ejemplo, plasmidos pCAL de Stratagene), péptido de uniéon a estreptavidina (por ejemplo,
plasmidos InterPlay™ de Stratagene), na etiqueta c-myc o FLAG® (por ejemplo, plasmidos de inmunoprecipitacion
de Sigma-Aldrich), o una etiqueta de histidina (por ejemplo, plasmidos QIAExpress de QIAGEN).

Para facilitar la purificacion, los vectores de expresion pueden incluir secuencias conectoras escindibles tales como
aquellas especificas para Factor Xa o enteroquinasa (Invitrogen, San Diego, CA). Por ejemplo, el vector puede
incluir uno o mas conectores entre el dominio de purificacion y el polipéptido. Uno de dichos vectores de expresion
proporciona la expresion de una proteina de fusion que comprende un polipéptido de la invencion y un acido
nucleico que codifica 6 residuos de histidina precediendo un sitio de escision de tioredoxina o enteroquinasa. Los
residuos de histidina facilitan la purificacion en IMAC (cromatografia de afinidad con iones metalicos inmovilizados
como se describen en Porath, J. et al. (1992) Prot. Exp. Purif. 3: 263-281) mientras el sitio de escision de
enteroquinasa proporciona un medio para purificar el polipéptido de la proteina de fusion. Una discusion de vectores
gue contienen proteinas de fusion se proporciona en Kroll, D. J. et al. (1993; DNA Cell Biol. 12:441-453).

Los anticuerpos descritos aqui pueden producirse usando métodos que son generalmente conocidos en la técnica,
por ejemplo, para uso en técnicas de purificacion o diagnostico. En particular, los polipéptidos o polinucleétidos
pueden usarse para producir anticuerpos segun protocolos generalmente conocidos. Dichos anticuerpos pueden
incluir, pero no estan limitados a, anticuerpos policlonales, monoclonales, quiméricos, y de cadena Unica, fragmentos
Fab, y fragmentos producidos por una biblioteca de expresion de Fab. Los anticuerpos neutralizantes, (es decir,
aquellos que inhiben funcién) son especialmente preferidos para uso con la invencion.

Para la produccion de anticuerpos, varios huéspedes incluyendo cabras, conejos, ratas, ratones, seres humanos, y
otros, pueden inmunizarse por inyeccion con un polipéptido, polinucleétido, o cualquier fragmento de éste que tiene
propiedades inmunogénicas. Dependiendo de la especie de huésped, pueden usarse varios adyuvantes para
incrementar la respuesta inmunoldgica. Dichos adyuvantes incluyen, pero no estan limitados a, geles minerales de
Freund tales como hidréxido de aluminio, y sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles plurénicos,
polianiones, péptidos, emulsiones de aceite, hemocianina de lapa, y dinitrofenol. Entre los adyuvantes usados en
seres humanos, BCG (bacilo de Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum son especialmente preferibles.

Se prefiere que los polipéptidos o fragmentos usados para inducir anticuerpos tengan una secuencia de aminoacidos
gue comprende al menos cinco aminoacidos y mas preferiblemente al menos 10 aminoacidos. También es preferible
gue sean idénticos a una parte de la secuencia de aminoacidos de la proteina natural, y pueden contener la
secuencia de aminoacidos completa de una molécula natural pequefia. Pueden fusionarse cadenas cortas de
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aminoacidos con aquellas de otra proteina tal como hemocianina de lapa y producirse el anticuerpo frente a la
molécula quimérica.

Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse usando cualquier técnica que proporciona la produccion de
moléculas de anticuerpo por lineas celulares continuas en cultivo. Estas incluyen, pero no estan limitadas a, la
técnica del hibridoma, la técnica del hibridoma de células B humanas, y la técnica del hibridoma de EBV (Kohler, G.
et al. (1975) Nature 256:495-497; Kozbor, D. et al. (1985) J. Inmunol. Methods 81:31-42; Cote, R. J. et al. (1983)
Proc. Natl. Acad. Sci. 80:2026-2030; Cole, S. P. et al. (1984) Mol. Cell Biol. 62:109-120). Los anticuerpos también
pueden producirse mediante la induccién de la produccion in vivo en la poblacién de linfocitos o mediante cribado de
bibliotecas de inmunoglobulinas o paneles de reactivos de unién altamente especificos como se describe en la
bibliografia (Oriandi, R. et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. 86:3833-3837; Winter, G. et al. (1991) Nature 349:293-
299).

Ademas, pueden usarse técnicas para la produccion de "anticuerpos quiméricos", por ejemplo, la combinacion de
genes de anticuerpo para obtener una molécula con la especificidad de antigeno y la actividad biolégica apropiadas
(Morrison, S. L. et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. 81:6851-6855; Neuberger, M.S. et al. (1984) Nature 312:604-608;
Takeda, S. et al. (1985) Nature 314:452-454). Alternativamente, pueden adaptarse las técnicas descritas para la
produccion de anticuerpos de cadena Unica, usando métodos conocidos en la técnica, para producir anticuerpos de
cadena uUnica especificos. Los anticuerpos con especificidad relacionada, pero de distinta composicion idiotipica,
pueden generarse por intercambio de cadenas de bibliotecas de inmunoglobulinas combinatorias aleatorias (Burton
D. R. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. 88:11120-3).

Los expertos en la técnica a la que se refiere la invencidon apreciaran los términos "fragmentos divalentes" y
"fragmentos trivalentes”. Estos son moléculas que comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH)
conectado con un dominio variable de cadena ligera (VL) por un conector peptidico corto que es demasiado corto
para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena. Esto estimula el emparejamiento con
los dominios complementarios de una o mas otras cadenas y alienta la formacion de moléculas diméricas o
triméricas con dos 0 mas sitios de unién a antigeno funcionales. Las moléculas de anticuerpo resultantes pueden ser
monoespecificas 0 multiespecificas (por ejemplo, biespecificas en el caso de los fragmentos divalentes). Dichas
moléculas de anticuerpo pueden crearse a partir de dos 0 més anticuerpos usando metodologia estandar en la
técnica a la que se refiere la invencion; por ejemplo, como se describe por Todorovska et al. (Design and application
of diabodies, triabodies and tetrabodies for cancer targeting. J. Immunol. Methods. 2001 feb 1;248(1-2):47-66).

También pueden generarse fragmentos de anticuerpo que contienen sitos de union especificos. Por ejemplo, dichos
fragmentos incluyen, pero no estan limitados a, los fragmentos F(ab'), que pueden producirse por digestion con
pepsina de la molécula de anticuerpo y los fragmentos Fab que pueden generarse reduciendo los puentes disulfuro
de los fragmentos F(ab'),. Alternativamente, pueden construirse bibliotecas de expresién de Fab para permitir la
identificacion facil y rapida de fragmentos Fab monoclonales con la especificidad deseada (Huse, W. D. et al. (1989)
Science 254:1275-1281).

Pueden usarse varios inmunoensayos para cribado para identificar anticuerpos que tienen especificidad de union.
Numerosos protocolos para ensayos de unién competitiva o inmunoradiométricos usando bien anticuerpos
policlonales o monoclonales con especificidades establecidas son muy conocidos en la técnica. Dichos
inmunoensayos tipicamente implican la medida de la formacion de un complejo entre un polipéptido o polinucleétido
y su anticuerpo especifico. Se prefiere un inmunoensayo basado en monoclonal de dos sitios que utiliza anticuerpos
monoclonales reactivos frente a dos epitopos que no interfieren, pero también puede emplearse un ensayo de union
competitiva (Maddox, supra).

Los polipéptidos de fago descritos en la presente memoria tienen la capacidad de tomar como diana, permeabilizar,
y/o inhibir células y también son utiles como moléculas transportadoras para la administracién de moléculas
inhibidoras adicionales en células microbianas. La quimica para el acoplamiento de compuestos a aminoacidos esta
muy desarrollada y varios tipos de moléculas diferentes podrian ligarse a los polipéptidos. Los métodos de
acoplamiento mas comunes se basan en la presencia de grupos libres amino (alfa-amino o Lys), sufhidrilo (Cys), o
acido carboxilico (Asp, Glu, o alfa-carboxilo). Los métodos de acoplamiento pueden usarse para ligar el polipéptido
al inhibidor celular mediante el residuo carboxi- 0 amino-terminal. En algunos casos, una secuencia incluye multiples
residuos que pueden reaccionar con la quimica elegida. Esto puede usarse para producir multimeros, que
comprenden mas de un inhibidor celular. Alternativamente, el polipéptido puede acortarse o elegirse de manera que
los residuos reactivos estén localizados bien en el extremo amino o carboxilo de la secuencia.

Por ejemplo, una molécula informadora tal como fluoresceina puede incorporarse especificamente en un residuo de
lisina (Ono et al., 1997) usando N-a-Fmoc- Ne-1-(4,4-dimetil-2,6 dioxociclohex-1-iliden-3-metilbutil)-L-lisina durante la
sintesis del polipéptido. Después de la sintesis, los 5- y 6-carboxifluoresceina succinimidil ésteres pueden acoplarse
después de eliminar 4,4-dimetil-2,6 dioxociclohex-1-iliden por tratamiento con hidrazina. Por lo tanto, el acoplamiento
de una molécula inhibidora al polipéptido de fago puede conseguirse por inclusién de un residuo de lisina en la
secuencia del polipéptido, después reaccion con un inhibidor celular derivatizado adecuadamente.
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También puede usarse EDC (hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) o el método de
acoplamiento de carbodiimida. Las carbodiimidas pueden activar los grupos carboxilicos de la cadena lateral del
acido aspartico y glutamico, asi como el grupo carboxilo terminal para hacerlos sitios reactivos para el acoplamiento
con aminas primarias. Los polipéptidos activados se mezclan con el inhibidor celular para producir el conjugado final.
Si el inhibidor celular se activa en primer lugar, el método de EDC acoplara el inhibidor celular a través de la alfa
amina N-terminal y posiblemente a través de la amina en la cadena lateral de Lys, si esta presente en la secuencia.

El éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS) es un reactivo heterobifuncional que puede usarse para
unir polipéptidos a inhibidores celulares a través de cisteinas. El acoplamiento tiene lugar con el grupo tiol de
residuos de cisteina. Si la secuencia elegida no contiene Cys es comun poner un residuo de Cys en el extremo N o
C para obtener la union altamente controlada del polipéptido al inhibidor celular. Para propésitos de sintesis, puede
ayudar poner la cisteina en el extremo N del polipéptido. MBS es particularmente idéneo para uso con la presente
invencion.

El glutaraldehido puede usarse como un reactivo de acoplamiento bifuncional que une dos compuestos a través de
sus grupos amino. El glutaraldehido proporciona un espaciador altamente flexible entre el polipéptido y el inhibidor
celular para una presentacion favorable. El glutaraldehido es un compuesto muy reactivo y reaccionara con Cys, Tyr,
e His en un grado limitado. El método de acoplamiento con glutaraldehido es particularmente Util cuando un
polipéptido sélo contiene un Gnico grupo amino libre en su extremo amino. Si el polipéptido contiene mas de un
grupo amino libre, pueden formarse grandes complejos multiméricos.

En un aspecto, los polipéptidos de la invencion pueden fusionarse (por ejemplo, por clonacién en marco) o unirse
(por ejemplo, por acoplamiento quimico) a inhibidores celulares tales como agentes antimicrobianos. Incluidos entre
éstos estan péptidos antimicrobianos, por ejemplo, proteina bactericida/que incrementa la permeabilidad, proteinas
antimicrobianas catidnicas, lisozimas, lactoferrinas, y catelicidinas (por ejemplo, de neutréfilos; véase, por ejemplo,
Hancock y Chappie, 1999, Antimicrob. Agents Chemother.43:1317-1323; Ganz y Lehrer, 1997, Curr. Opin. Hematol.
4:53- 58; Hancock et al., 1995, Adv. Microb. Physiol. 37:135-175). Los péptidos antimicrobianos incluyen ademas
defensinas (por ejemplo, de células epiteliales o neutrdéfilos) y proteinas microbiocidas de plaquetas (véase, por
ejemplo, Hancock y Chappie, 1999, Antimicrob. Agents Chemother.43:1317-1323). Los péptidos antimicrobianos
adicionales incluyen, pero no estan limitados a, gramicidina S, bacitracina, polimixina B, taquiplesina, bactenecina
(por ejemplo, bactenecina de ganado), ranalexina, cecropina A, indolicidina (por ejemplo, indolicidina de ganado), y
nisina (por ejemplo, nisina bacteriana).

También incluidos como agentes antimicrobianos estan iondéforos, que facilitan la transmision de un ion, (tal como
sodio), a través de una barrera lipidica tal como una membrana celular. Dos compuestos ionéforos particularmente
idéneos para esta invencion son el RUMENSIN™ (Eli Lilly) y Lasalocid (Hoffman LaRoche). Otros ionéforos
incluyen, pero no estan limitados a, salinomicina, avoparcina, aridcina, y actaplanina. Otros agentes antimicrobianos
incluyen penicilina, Monensina™ y azitromicina, metronidazol, estreptomicina, kanamicina, y penicilina, asi como,
generalmente, B-lactamas, aminoglicésidos, macrélidos, cloranfenicol, novobiocina, rifampina, y fluoroquinolonas
(véase, por ejemplo, Horn et al., 2003, Applied Environ. Microbiol. 69:74-83; Eckburg et al., 2003, Infection Immunity
71 :591-596; Gijzen et al., 1991, Applied Environ. Microbiol. 57:1630-1634; Bonelo et al., 1984, FEMS Microbiol. Lett.
21:341-345; Huser et al., 1982, Arch. Microbiol. 132:1-9; Hilpert et al., 1981, Zentbl. Bakteriol. Mikrobiol. Hyg. 1 Abt
Orig. C 2:21-31).

Los inhibidores particularmente Utiles son compuestos que bloguean o interfieren con la metanogénesis, incluyendo
acido bromoetanosulfénico, por ejemplo, acido 2-bromoetanosulfénico (BES) o una sal de éste, por ejemplo, una sal
de sodio. El molibdato de sodio (Mo) es un inhibidor de la reduccion de sulfato, y puede usarse con &cido
bromoetanosulfénico. Otros compuestos anti-metanogénesis incluyen, pero no estan limitados a, nitrato, formato,
fluoruro de metilo, cloroformo, hidrato de cloral, sulfito de sodio, etileno e hidrocarburos insaturados, acetileno,
acidos grasos tal como acido linoleico y cis-oleico, acidos grasos aturados tal como acido behénico y estearico, vy,
también lumazina (por ejemplo, 2,4-pteridinadiona). Los compuestos adicionales incluyen 3-bromopropanosulfonato
(BPS), 4cido propinoico, y 2-butinoato de etilo.

Se incluyen ademas como agentes antimicrobianos enzimas liticas, incluyendo lisozima de fago, endolisina,
lisozima, lisina, lisina de fago, muralisina, muramidasa, y virolisina. Las enzimas Utiles presentan la capacidad de
hidrolizar enlaces especificos en la pared celular bacteriana. Las enzimas liticas particulares incluyen, pero no estan
limitadas a, glucosaminidasas, que hidrolizan los enlaces glicosidicos entre los azlicares amino (por ejemplo, acido
N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina) del peptidoglicano, amidasas, que escinden la unién N-acetilmuramoil-L-
alanina amida entre la cadena de glicano y el péptido de entrecruzamiento, y endopeptidasas, que hidrolizan la
union interpeptidica (por ejemplo, cisteina endopeptidasas) y endoisopeptidasas que atacan pseudomureina de
metandgenos de la familia Methanobacteriacaea.

Los polipéptidos codificados por ORF 2058 o ORF 2055, descritos con detalle en la presente memoria y mas
adelante, son utiles como enzimas liticas especificas de metandgenos del rumen. Las enzimas nativas pueden
prepararse a partir de células de M. ruminantium lisadas con gmru frescas. Alternativamente, ORF 2058 o ORF 2055
pueden clonarse en un vector de expresion y expresarse en un huésped heterélogo tal como Escherichia coli. Esto
se ha conseguido previamente con PeiP y PeiW y se mostr6é que las proteinas recombinantes eran activas frente a
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las paredes celulares de Methanothermobacter en condiciones reductoras (Luo et al., 2002). Las enzimas liticas
ORF 2058 o0 ORF 2055 o cualquier otra enzima litica pueden usarse en composiciones, por ejemplo, como un aditivo
alimentario para rumiantes o pueden incorporarse en una capsula o dispositivo de bolo de liberacion lenta para la
administracion durante un periodo de tiempo mas largo en el rumen. Las enzimas liticas pueden usarse bien en
combinaciéon o secuencialmente con otro u otros inhibidores de metanégenos para evitar la adaptacién de los
metandgenos del huésped y la resistencia a las enzimas. También pueden usarse mutaciones aleatorias y/o
dirigidas en las enzimas para evitar la adaptacion. Los componentes del cambio litico/lisogénico (por ejemplo, ORF
1981 y ORF 1983-ORF 1986) pueden usarse de una manera similar a la de las enzimas liticas.

Adicionalmente, se incluyen PNA como agentes antimicrobianos. Los PNA son hibridos péptido-acido nucleico, en
los que el nucleo fosfato se ha reemplazado por un nucleo aquiral y neutro compuesto a partir de unidades de N-(2-
aminoetil)-glicina (véase, por ejemplo, Eurekah Bioscience Collection. PNA and Oligonucleotide Inhibitors of Human
Telomerase. G. Gavory y S. Balasubramanian, Landes Bioscience, 2003). Las bases A, G, T, C estan unidas al
nitrégeno amino en el nacleo a través de uniones metilencarbonilo (P.E. Nielsen et al., Science 1991. 254: 1497-
1500; M. Egholm et al., Nature 1993. 365: 566-568). Los PNA se unen a secuencias complementarias con alta
especificidad, y mayor afinidad respecto a ADN o ARN anélogos (M. Egholm et al., supra). Los hibridos PNA/ADN o
PNA/ARN también presentan una mayor estabilidad térmica comparados con los duplex correspondientes ADN/ADN
o ADN/ARN (M. Egholm et al., supra). Los PNA también poseen una alta estabilidad quimica y bioldgica, debido al
ndcleo amida no natural que no es reconocido por nucleasas o proteasas (V. Demidov et al., Biochem Pharmacol
1994. 48: 1310-1313). Tipicamente, los PNA tienen una longitud de al menos 5 bases, e incluyen una lisina terminal.
Los PNA pueden pegilarse para prolongar adicionalmente su vida (Nielsen, P. E. et al. (1993) Anticancer Drug Des.
8:53-63).

En un aspecto particular, los polipéptidos de la invencién pueden fusionarse (por ejemplo, por clonacion en marco) o
unirse (por ejemplo, por acoplamiento quimico) con inhibidores celulares tales como anticuerpos o fragmentos de
éstos. Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo pueden estar dirigidos a células microbianas, o particularmente
células metandgenas, o uno o mas componentes celulares. Por ejemplo, las proteinas de la superficie celular, por
ejemplo, receptores extracelulares, pueden ser una diana. Se incluyen moléculas de inmunoglobulina y partes
inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina (lg), es decir, moléculas que contiene un sitio de union
a antigeno que se une especificamente (inmunorreacciona con) un antigeno.

Los polipéptidos de la invenciéon encuentran un uso particular en tomar como diana una célula microbiana, en
particular, una célula metanogena. En determinados aspectos, los polipéptidos pueden usarse para asociarse con o
unirse a la pared o membrana celular, permeabilizar la célula, y/o inhibir el crecimiento o replicacion de la célula.
Como tales, los polipéptidos pueden usarse para la unién temporal o prolongada a la célula, o para penetrar la pared
0 membrana celular y/o acumularse en el entorno intracelular. Se entiende que los polipéptidos de fago, asi como
los polinucleétidos, vectores de expresion, células huésped, y anticuerpos de la descripcién correspondientes,
pueden usarse para tomar como diana varios microbios, por ejemplo, Methanobrevibacter ruminantium, que es el
metandgeno principal en los rumiantes, y Methanobrevibacter smithii, que es el metandgeno principal en los seres
humanos. Para efectuar el direccionamiento, la célula microbiana puede ponerse en contacto con el polipéptido de
fago como aislado de una o mas fuentes naturales, o producido por vectores de expresion y/o células huésped, o
guimica sintética o semi-sintética como se describe con detalle en la presente memoria. Para una permeabilizacion
potenciada, el polipéptido puede fusionarse o unirse a una 0 mas secuencias sefial (secuencia consenso predicha:
[ML]KKKKI[KIO0,1}X{0,9}{IL][IFL][ILI[IL][ISILIAIX{O,4}LIVF][LIAV]LI[LV][LAIV][ILFV][LIVF][SAL][ILV][GSA][AS][VAI][S
AJ[A (SEQ ID NO: 151), véase la FIG. 6). Véase también Perez-Bercoff, A., Koch, J. y Burglin, T.R. (2006) LogoBar:
bar graph visualization of protein logos with gaps. Bioinformatics 22, 112-114. En aspectos particulares, el
polipéptido se administra a sujetos como una composicién describa con detalle en la presente memoria, por ejemplo,
mediante el uso de un dispositivo de liberacién lenta para rumiantes.

En determinadas realizaciones, el polipéptido se fusiona o une a un inhibidor celular, por ejemplo, un compuesto
anti-metanogénesis (por ejemplo, acido bromoetanosulfénico), un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, enzima
litica, &cido nucleico peptidico, péptido antimicrobiano, u otro antibiético. El polipéptido-inhibidor se administra a
sujetos como una composicion para inhibir el crecimiento y/o replicacion de células microbianas, en particular,
células metandgenas. La composicion comprende, por ejemplo: a) un fago aislado, particula de fago, genoma de
fago, o alteracion, fragmento, variante, o derivado de éstos; b) un polipéptido de fago aislado, o una alteracion,
fragmento, variante, o derivado de éste; c) un polinucleétido aislado, o una alteracién, fragmento, variante, o
derivado de éste; d) un vector de expresién que comprende este polinucledtido; o €) una célula huésped que
comprende este vector de expresion. Las composiciones descritas aqui pueden envasarse especificamente como
parte de kits para tomar como diana, permeabilizar, y/o inhibir células microbianas, especialmente células
metandgenas, segun los métodos descritos. Los kits comprenden al menos una composicion como se muestra en la
presente memoria e instrucciones para uso en la toma como diana o permeabilizaciéon de células, o inhibicién del
crecimiento o replicacion celular, para metandgenos u otros microbios.

Como una realizacién adicional, la descripcidon se refiere a una composicion farmacéutica en conjuncién con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, para uso con cualquiera de los métodos discutidos anteriormente. Dichas
composiciones farmacéuticas pueden comprender un polipéptido de fago, en combinacién con un inhibidor celular.
Alternativamente, las composiciones farmacéuticas pueden comprender un vector de expresion o célula huésped
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como se describe con detalle en la presente memoria. Las composiciones pueden administrarse solas o en
combinacién con al menos un otro agente, tal como un compuesto estabilizador, que puede administrarse en
cualquier vehiculo farmacéutico estéril, biocompatible, incluyendo, pero no limitado a, disolucién salina, disolucion
salina tamponada, dextrosa, y agua. Las composiciones pueden administrarse a un sujeto solas, o en combinacién
con otros agentes, farmacos (por ejemplo, fArmacos antimicrobianos), u hormonas.

Ademas de los ingredientes activos, estas composiciones farmacéuticas pueden contener vehiculos
farmacéuticamente aceptables adecuados que comprenden excipientes y auxiliares que facilitan el procesamiento
de los compuestos activos en preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente. Los detalles adicionales sobre
las técnicas de formulacién y administracion pueden encontrarse en la Ultima edicion de Remington's Pharmaceutical
Sciences (Maack Publishing Co., Easton, PA). Las composiciones farmacéuticas utilizadas en esta invencion pueden
administrarse por cualquier nimero de rutas incluyendo, pero no limitado a, medios orales, intravenosos,
intramusculares, intra-arteriales, intramedulares, intratecales, intraventriculares, transdérmicos, subcutaneos,
intraperitoneales, intranasales, enterales, topicos, sublinguales, o rectales.

Las composiciones farmacéuticas para administracion oral pueden formularse usando vehiculos farmacéuticamente
aceptables muy conocidos en la técnica en dosificaciones adecuadas para administracion oral. Dichos vehiculos
permiten que las composiciones farmacéuticas se formulen como comprimidos, pildoras, grageas, cépsulas,
liquidos, geles, jarabes, suspensiones de sélidos, suspensiones, y semejantes, para ingestion por el sujeto. Las
preparaciones farmacéuticas para uso oral pueden obtenerse mediante la combinacion de los compuestos activos
con excipiente sélido, opcionalmente triturando una mezcla resultante, y procesando la mezcla de granulos, después
de afadir auxiliares adecuados, si se desea, para obtener comprimidos o nicleos de grageas. Los excipientes
adecuados son rellenos de carbohidratos o proteinas, tales como azucares, incluyendo lactosa, sacarosa, manitol, o
sorbitol; almidén de maiz, trigo, arroz, patata, u otras plantas; celulosa, tal como metil celulosa, hidroxipropilmetil-
celulosa, o carboximetilcelulosa de sodio; gomas incluyendo arabiga y de tragacanto; y proteinas tal como gelatina y
colageno. Si se desea, pueden afiadirse agentes disgregantes o solubilizantes, tal como polivinil pirrolidona
entrecruzada, agar, acido alginico, o una sal de éste, tal como alginato de sodio.

Las preparaciones farmacéuticas que pueden usarse oralmente incluyen capsulas de ajuste a presion hechas de
gelatina, asi como capsulas selladas blandas hechas de gelatina y un recubrimiento, tal como glicerol o sorbitol. Las
capsulas de ajuste a presion pueden contener ingredientes activos mezclados con un relleno o aglutinantes, tales
como lactosa o almidones, lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio, y, opcionalmente, estabilizadores.
En las capsulas blandas, los compuestos activos pueden estar disueltos o suspendidos en liquidos adecuados, tales
como aceites grasos, liquido, o polietilen glicol liquido con o sin estabilizadores. Los nicleos de grageas pueden
usarse en conjuncion con recubrimientos adecuados, tales como disoluciones concentradas de azucar, que también
pueden contener goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel carbopol, polietilen glicol, y/o diéxido de titanio,
disoluciones de laca, y disolventes organicos adecuados o mezclas de disolventes. Pueden afadirse materiales
colorantes o pigmentos a los comprimidos o recubrimientos de grageas para la identificacion del producto o para
caracterizar la cantidad de compuesto activo, es decir, dosificacion.

Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para administracion parenteral pueden formularse en disoluciones
acuosas, preferiblemente en tampones fisiolégicamente compatibles tales como disolucion de Hanks, disolucion de
Ringer, o disolucion salina fisioldgicamente tamponada. Las suspensiones acuosas para inyeccion pueden contener
sustancias que incrementan la viscosidad de la suspension, tales como carboximetil celulosa de sodio, sorbitol, o
dextrano. Adicionalmente, las suspensiones de los compuestos activos pueden prepararse como suspensiones
aceitosas apropiadas para inyeccion. Los disolventes o vehiculos lipofilicos adecuados incluyen aceites grasos tales
como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo o triglicéridos o liposomas.
También pueden usarse polimeros de amino policatidnicos no lipidicos para la administracion. Opcionalmente, la
suspension también puede contener estabilizadores adecuados o agentes que incrementan la solubilidad de los
compuestos para permitir la preparacion de disoluciones altamente concentradas. Para la administracion tdpica o
nasal, se usan en la formulaciéon penetrantes apropiados para la barrera particular que se va a permear. Dichos
penetrantes son conocidos generalmente en la técnica.

Las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion pueden fabricarse de una manera que es conocida en
la técnica, por ejemplo, mediante procesos convencionales de mezclado, disolucion, granulacion, preparaciéon de
grageas, levigacion, emulsién, encapsulacion, atrapamiento, o liofilizacion. La composicién farmacéutica puede
proporcionarse como una sal y puede formarse con muchos &cidos, incluyendo, pero no limitado a, clorhidrico,
sulfdrico, acético, lactico, tartarico, malico, succinico, etc. Las sales tienden a ser mas solubles en disolventes
acuosos u otros proténicos de lo que lo son las formas de base libre correspondientes. En otros casos, la
preparacion preferida puede ser un polvo liofilizado que puede contener cualquiera o todos de los siguientes: 1-50
mM histidina, 0,1%-2% sacarosa, y 2-7% manitol, a un intervalo de pH de 4,5 a 5,5, que se combina con un tampon
antes del uso. Después de que se hayan preparado las composiciones farmacéuticas, pueden ponerse en un
contenedor apropiado y etiquetarse para el tratamiento de una afeccion indicada. Para la administracion de una
composicion de la descripcion, dicho etiquetado incluira la cantidad, frecuencia, y método de administracion.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso en la presente descripcion incluyen composiciones en las
que los ingredientes activos estan contenidos en una cantidad efectiva para conseguir el propésito pretendido. Para
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cualquier compuesto, la dosis terapéuticamente efectiva puede estimarse inicialmente bien en ensayos celulares,
por ejemplo, en células microbianas, o en particular, en células metanégenas, o en modelos animales, habitualmente
ratones, conejos, perros, o cerdos, 0 en especies de rumiantes, tales como ovejas, ganado, ciervos, y cabras. El
modelo animal también puede usarse para determinar el intervalo apropiado de concentracién y la ruta de
administracion. Dicha informacion puede usarse entonces para determinar las dosis Utiles y las rutas para
administracion. Las cantidades de dosificacion normales pueden variar de 0,1 a 100.000 microgramos, hasta una
dosis total de aproximadamente 1 g, o mas, dependiendo de la ruta de administraciéon. La guia respecto a las
dosificaciones particulares y los métodos de administracion se proporciona en la bibliografia y esta disponible
generalmente para los expertos en la técnica. Los expertos en la técnica emplearan formulaciones diferentes para
polinucleétidos que para polipéptidos. De forma similar, la administracion de polinucleétidos o polipéptidos sera
especifica para células, condiciones, localizaciones particulares, etc.

Los terapéuticos basados en fago se conocen, y los métodos para la fabricaciéon de dichas composiciones estan
publicados en la técnica. Los terapéuticos de fago se han descrito, por ejemplo, para tomar como diana
Staphylococcus (por ejemplo, S. aureus), Pseudomonas (por ejemplo, P. aeruginosa), Escherichia (por ejemplo, E.
coli), Klebsiella (por ejemplo, K. ozaenae, K. rhinoscleromatis scleromatis y K. pneumonia), Proteus, Salmonella,
Shigella (véase, por ejemplo, Carlton, R.M. (1999). Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis, 47: 267-
274; Liu, J. et al. (2004). Nat. Biotechnol. 22, 185-191; Projan, S. (2004). Nat. Biotechnol. 22, 167-168; Sulakvelidze,
A., Alavidze, Z. y Morris, J. G. (2001). Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 45 (3): 649-659; Weber-Dabrowska,
Mulczyk, M. y Gorski, A. (2000). Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis, 48: 547-551. Las terapias de
fago tienen ventajas inherentes sobre los anti-microbianos tradicionales, ya que los fagos son altamente especificos
y no afectan la microflora normal del cuerpo humano; los fagos no infectan células eucariotas, y no tienen efectos
secundarios graves conocidos; los fagos se pueden localizar en el sitio de la infeccion; y los fagos se pueden replicar
exponencialmente, de manera que los tratamientos requieren sélo una pequefia dosis y tienen generalmente un
coste bajo (véase, por ejemplo, Sulakvelidze et al., supra). Para una revision actual, véase Fischetti VA, Nelson D,
Schuch R. Reinventing phage therapy: are the parts greater than the sum? Nat Biotechnol. 2006 dic;24(12): 1508-11.

Los terapéuticos basados en péptidos y polipéptidos también se han descrito, por ejemplo, para denileuquina,
difitox, octreétido, vapreotido, lanreétido, la serie de péptidos RC-3940, decapeptilo, luprén, zoladex, cetrorelix
(véase, por ejemplo, Lu et al., 2006, AAPS J 8:E466-472), hemocidinas, estafopainas (véase, por ejemplo, Dubin et
al., 2005, Acta Biochemica Polonica, 52:633-638), asi como indolicidina, defensinas, lantibiéticos, microcidina B17,
histatinas, y maganina (véase, por ejemplo, Yeaman y Yount, 2003, Pharmacol Rev 55:27-55). La guia general para
terapéuticos peptidicos y polipeptidicos también puede encontrarse en Degim et al., 2007, Curr Pharm Des 13:99-
117 y Shai et al., 2006, Curr Prot Pept Sci, 7:479-486. Los farmacos basados en péptidos aprobados recientemente
incluyen Hematide™ (agente estimulante de la eritropoyesis basado en péptido sintético, Affymax, Inc.), Exematide
(exendina-4 sintética, Amylin/Eli Lilly), Natrecor (nesiritida, péptido natriurético, Scios), Plenaxis (abarelix, Praecis
Pharmaceuticals), y SecreFlo (secretina, Repligen).

La dosificacion exacta sera determinada por el médico, a la luz de factores relacionados con el sujeto que requiere el
tratamiento. La dosificacion y administracion se ajustan para proporcionar niveles suficientes del agente activo o
para mantener el efecto deseado. Los factores que pueden tenerse en cuenta incluyen la gravedad del estado de
enfermedad, salud general del sujeto, edad, peso, y sexo del sujeto, dieta, tiempo, y frecuencia de la administracion,
combinaciones de farmacos, sensibilidades de reaccion, y tolerancia/respuesta a la terapia. Las composiciones
farmacéuticas de actuacion prolongada pueden administrarse cada 3 a 4 dias, cada semana, o una vez cada dos
semanas dependiendo de la vida media y velocidad de aclaramiento de la formulacién particular.

Particularmente Utiles para las composiciones de la descripcion (por ejemplo, composiciones farmacéuticas) son
férmulas o mecanismos de liberacion lenta. Por ejemplo, los dispositivos intra-ruminales incluyen, pero no estan
limitados a, Time Capsule™ Bolus range por Agri-Feeds Ltd., Nueva Zelanda, desarrollado originalmente en
AgResearch Ltd., Nueva Zelanda, como se describe en WO 95/19763 y NZ 278977, y CAPTEC por Nufarm Health &
Sciences, una division de Nufarm Ltd., Auckland, Nueva Zelanda, como se describen en AU 35908178,
PCT/AU81/100082, y Laby et al.,, 1984, Can. J. Anim. Sci. 64 (Supl.), 337-8. Como un ejemplo particular, el
dispositivo puede incluir un muelle y émbolo que fuerza a la composicién frente a un agujero en el extremo de un
cilindro.

Como una realizacion adicional, la descripcion se refiere a una composicion para un suplemento de agua, por
ejemplo, composicion de rociado, o suplemento alimenticio, por ejemplo, componente de alimento de rumiantes,
para uso con cualquiera de los métodos discutidos anteriormente. En aspectos particulares, el suplemento
alimenticio comprende al menos un material vegetal que es comestible, y un péptido o polipéptido de la invencién.
Alternativamente, el suplemento alimenticio comprende al menos un material vegetal que es comestible, y un
polipéptido o péptido, o un polinucleétido que codifica un péptido o polipéptido descrito en la presente memoria, por
ejemplo, como un vector de expresion o célula huésped que comprende el vector de expresién. En particular, la
composicion incluye ademas un inhibidor celular, como fusionado o unido a la secuencia resultante. El material
vegetal preferido incluye cualquiera de heno, hierba, grano, o harina de maiz, por ejemplo, heno de legumbre, heno
de hierba, ensilaje de maiz, ensilaje de hierba, ensilaje de legumbres, grano de maiz, avenas, cebada, grano
destilado, grano de cerveza, harina de soja, y harina de semilla de algodén. En patrticular, el ensilaje de hierba es util
como una composicion alimenticia para rumiantes. El material de planta puede modificarse genéticamente para
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contener uno 0 mas componentes de la invencion, por ejemplo, uno o mas polipéptidos o péptidos, polinucleétidos, o
vectores.

En otra realizacion, los anticuerpos que se producen frente a los polipéptidos o polinucleétidos de la descripcion
pueden usarse para determinar la presencia de microbios, especialmente metandégenos, o en ensayos para
monitorizar los niveles de dichos microbios. Los anticuerpos Utiles para propdsitos de diagnéstico pueden prepararse
de la misma manera que la descrita anteriormente. Los ensayos de diagnostico incluyen métodos que utilizan el
anticuerpo y un marcador para detectar un polipéptido en los fluidos del cuerpo humano o extractos de células o
tejidos: Los anticuerpos pueden usarse con o sin modificacién, y pueden marcarse mediante la unién a ellos, bien
covalentemente o0 no covalentemente, de una molécula informadora. Una amplia variedad de moléculas
informadoras que se conocen en la técnica puede usarse, varias de las cuales se han descrito anteriormente.

Una variedad de protocolos para medir los niveles de un polipéptido o polinucleétido son conocidos en la técnica
(por ejemplo, ELISA, RIA, FACS, y transferencias, tales como transferencias Southern, Northern, Western), y
proporcionan una base para determinar la presencia o niveles de un microbio, especialmente un metanégeno. Los
niveles normales o estandar se establecen mediante la combinacién de fluidos corporales o extractos de células
tomados de sujetos normales, por ejemplo, seres humanos o rumiantes normales, con el anticuerpo en condiciones
adecuadas para la formacion de complejos. La cantidad de formacion de complejos estandar puede cuantificarse por
varios meétodos, pero preferiblemente por medios fotométricos. Las cantidades de polipéptido o polinucleétido
expresado en muestras del sujeto, control, y tratadas (por ejemplo, muestras de sujetos tratados) se comparan con
los valores estandar. La desviacion entre los valores estandar y del sujeto establece los pardmetros para determinar
la presencia o niveles del microbio.

En una realizacién particular de la descripcion, los polinucleétidos pueden usarse para propoésitos de diagndstico
usando técnicas particulares de hibridacion y/o amplificacion. Los polinucledtidos que pueden usarse incluyen
oligonucledtidos, moléculas complementarias de ARN y ADN, y PNA. Los polinucleétidos pueden usarse para
detectar y cuantificar la expresion génica en muestras en las que la expresion puede correlacionarse con la
presencia o niveles de un microbio. El ensayo de diagndstico puede usarse para distinguir entre la ausencia,
presencia, y alteracion de los niveles de microbio, y para monitorizar los niveles durante la intervencion terapéutica.

En un aspecto, la hibridacion con sondas de PCR puede usarse para identificar secuencias de acido nucleico,
especialmente secuencias gendémicas, que codifican los polipéptidos de la invencion. La especificidad de la sonda,
ya se haya hecho a partir de una region altamente especifica, por ejemplo, 10 nucledtidos Unicos en la region
reguladora 5', 0o una regién menos especifica, por ejemplo, en la region codificadora 3', y la astringencia de la
hibridacion o amplificacion (méxima, alta, intermedia, o baja) determinara si la sonda identifica sélo secuencias
naturales, alelos, o secuencias relacionadas. Las sondas también pueden usarse para la deteccion de secuencias
relacionadas, y deben contener preferiblemente al menos 50% de los nucleétidos de cualquiera de las secuencias
codificadoras. Las sondas de hibridacién de la invencién objeto pueden ser ADN o ARN y derivar de la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID NO: 74-142, o complementos, o secuencias modificadas de éstas, o de secuencias
gendmicas incluyendo promotor, elementos potenciadores, e intrones de la secuencia natural.

Los medios para producir sondas de hibridacion especificas para ADN incluyen la clonacién de secuencias de acido
nucleico en vectores para la produccién de sondas de ARNm. Dichos vectores son conocidos en la técnica, estan
disponibles comercialmente, y pueden usarse para sintetizar sondas de ARN in vitro mediante la adicion de las ARN
polimerasas apropiadas y los nucle6tidos marcados apropiados. Las sondas de hibridacion pueden marcarse con
una variedad de grupos informadores, por ejemplo, radiondclidos tales como ¥p o 33, 0 marcadores enzimaticos,
tales como fosfatasa alcalina acoplada a la sonda mediante sistemas de acoplamiento avidina/biotina, y semejantes.
Los polinucledtidos pueden usarse en analisis Southern o Northern, hibridacién sobre mancha, u otras tecnologias
basadas en membrana; en tecnologias de PCR; o en tira reactiva, pin, ensayos ELISA, o micromatrices que utilizan
fluidos o tejidos de biopsias del sujeto para detectar la presencia o niveles de un microbio. Dichos métodos
cualitativos o cuantitativos son muy conocidos en la técnica.

En un aspecto particular, las secuencias de acido nucleico pueden ser Utiles en varios ensayos marcadas por
métodos estandar, y afiadidas a una muestra de fluido o tejido de un sujeto en condiciones adecuadas para
hibridacion y/o amplificacion. Después de un periodo de incubacion adecuado, la muestra se lava y la sefial se
cuantifica y compara con un valor estandar. Si la cantidad de sefial en la muestra de ensayo esta significativamente
alterada respecto a la de una muestra control comparable, la presencia de niveles alterados de secuencias de
nucleétidos en la muestra indica la presencia o niveles del microbio. Dichos ensayos también pueden usarse para
evaluar la eficacia de un régimen de tratamiento particular en estudios de animales, en estudios clinicos, o en la
monitorizacion del tratamiento de un sujeto.

Con el fin de proporcionar la base para el diagndstico de la presencia o niveles de un microbio, se establece un perfil
normal o estandar para expresion. Esto puede conseguirse combinando fluidos corporales o extractos celulares
tomados de sujetos normales, con un polinucledtido o un fragmento de éste, en condiciones adecuadas para
hibridaciéon y/o amplificacion. Los niveles estandar pueden cuantificarse comparando los valores obtenidos de
sujetos normales con los de un experimento en el que se usa una cantidad conocida de un polinucleétido
sustancialmente purificado. Los valores estandar obtenidos de muestras normales pueden compararse con valores
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obtenidos de muestras de sujetos tratados para crecimiento microbiano. La desviacion entre los valores estandar y
del sujeto se usa para establecer la presencia o niveles del microbio.

Una vez el microbio se identifica y se inicia un protocolo de tratamiento, los ensayos de hibridacién y/o amplificacion
pueden repetirse de una manera regular para evaluar si el nivel de expresién en el sujeto empieza a disminuir
respecto a lo que se observa en el sujeto normal. Los resultados obtenidos de ensayos sucesivos pueden usarse
para mostrar la eficacia del tratamiento durante un periodo que varia de varios dias a meses.

Lo usos diagnosticos particulares para los oligonucleétidos disefiados a partir de las secuencias de acido nucleico
pueden implicar el uso de PCR. Algunos oligémeros pueden sintetizarse quimicamente, generarse enzimaticamente,
0 producirse in vitro. Los oligdmeros consistirdn preferiblemente en dos secuencias de nucleétidos, una con
orientacion con sentido (5'—3") y otra con orientacion antisentido (3'—5'), empleadas en condiciones optimizadas
para la identificacién de una secuencia de nucleétido o condicion especifica. Los mismos dos oligémeros, conjuntos
anidados de oligdbmeros, o incluso un conjunto degenerado de oligdmeros puede emplearse en condiciones menos
astringentes para la deteccion y/o cuantificacion de secuencias de ADN o ARN relacionadas de cerca.

Los métodos que también pueden usarse para cuantificar la expresion incluyen radiomarcaje o biotinilacion de
nucleétidos, coamplificacion de un acido nucleico control, y curvas estandar en las que los resultados
experimentales se interpolan (Melby, P. C. et al. (1993) J. Inmunol. Methods, 159:235-244; Duplaa, C. et al. (1993)
Anal. Biochem. 229-236). La velocidad de la cuantificacion de mdltiples muestras puede acelerarse operando el
ensayo en un formato ELISA en el que el oligdmero de interés se presenta en varias diluciones y una respuesta
espectrofotométrica o colorimétrica proporciona una cuantificacion rapida.

En realizaciones adicionales, los oligonucledtidos o fragmentos mas largos derivados de cualquiera de los
polinucledtidos descritos en la presente memoria pueden usarse como dianas en una micromatriz. La micromatriz
puede usarse para monitorizar el nivel de expresion de grandes nimeros de genes simultaneamente (para producir
una imagen de transcrito), y para identificar variantes genéticas, mutaciones y polimorfismos. Esta informacion
puede usarse para determinar la funcién génica, para entender la base genética de la enfermedad, para diagnosticar
la enfermedad, y para desarrollar y monitorizar las actividades de agentes terapéuticos. En una realizacion, la
micromatriz se prepara y se usa segun meétodos conocidos en la técnica tales como los descritos en la solicitud PCT
WO 95/11995 (Chee et al.), Lockhart, D. J. et al. (1996; Nat. Biotech. 14: 1675-1680) y Schena, M. et al. (1996; Proc.
Natl. Acad. Sci. 93: 10614-10619).

En un aspecto, los oligonucleétidos pueden sintetizarse en la superficie de la micromatriz usando un procedimiento
de acoplamiento quimico y un aparato de aplicacién de chorro de tinta, tal como el descrito en la solicitud PCT WO
95/251116 (Baldeschweiler et al.). En otro aspecto, puede usarse una matriz "con cuadricula" analoga a una
transferencia en mancha o rejilla (aparato HYBRIDOT, Life Technologies) para organizar y unir fragmentos de ADNc
u oligonucledtidos a la superficie de un sustrato usando un sistema de vacio, procedimientos de union térmica, UV,
mecanica o quimica. En otro aspecto mas, puede producirse una matriz a mano o usando dispositivos, materiales, y
magquinas disponibles (incluyendo pipeteadores multicanal o instrumentos robéticos; Brinkmann, Westbury, N.Y.) y
pueden incluir, por ejemplo, 24, 48, 96, 384, 1.024, 1.536, 6 6.144 sitios o pocillos (por ejemplo, como una placa con
multiples pocillos), o mas, o cualquier otro multiplo de 2 a 1.000.000 que proporciona en si mismo el uso eficiente de
instrumentacion disponible comercialmente.

Con el fin de llevar a cabo el andlisis de muestras usando las micromatrices, los polinucleétidos se extraen de una
muestra biolégica. Las muestras bioldgicas pueden obtenerse de cualquier fluido corporal (sangre, orina, saliva,
flema, jugos gastricos, etc.), células cultivadas, biopsias, u otras preparaciones de tejidos. Para producir sondas, los
polinucledtidos extraidos de la muestra se usan para producir secuencias de &acido nucleico que son
complementarias a los acidos nucleicos en la micromatriz. Si la micromatriz consiste en ADNc, los ARN antisentido
son sondas apropiadas. Por lo tanto, en un aspecto, se usa ARNm para producir ADNc que, a su vez, y en presencia
de nucleétidos fluorescentes, se usa para producir fragmentos o sondas de ARN antisentido. Estas sondas
marcadas fluorescentemente se incuban con la micromatriz de manera que las secuencias de la sonda hibridan con
los oligonucledtidos de ADNc de la micromatriz. En otro aspecto, las secuencias de 4cido nucleico usadas como
sondas pueden incluir polinucledtidos, fragmentos, y secuencias complementarias o antisentido producidas usando
enzimas de restriccion, tecnologias de PCR, y kits de oligomarcaje (Amersham Pharmacia Biotech) muy conocidos
en el area de la tecnologia de la hibridacion.

En otra realizacion de la descripcion, los polipéptidos de la invencién o fragmentos funcionales o inmunogénicos u
oligopéptidos de éstos, pueden usarse para cribar bibliotecas de compuestos en cualquiera de una variedad de
técnicas de cribado de farmacos. El fragmento empleado en dicho cribado puede estar libre en disolucién, fijado a un
soporte solido, localizado en una superficie celular, o localizado intracelularmente. La formacion de complejos de
union, entre el polipéptido y el agente que se esta ensayando, puede medirse.

Una técnica para el cribado de farmacos que puede usarse proporciona un cribado de alto rendimiento de
compuestos que tienen una afinidad de unién adecuada para el polipéptido de interés como se describe en la
solicitud publicada PCT WO 84/03564. En este método, se sintetizan grandes numeros de diferentes compuestos de
ensayo pequefios en un sustrato solido, tal como pins de plastico o alguna otra superficie. Los compuestos de
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ensayo se hacen reaccionar con el polipéptido, o fragmentos de éste, y se lava. El polipéptido unido se detecta por
métodos muy conocidos en la técnica. El polipéptido purificado también puede utilizarse para recubrir directamente
placas para uso en las técnicas de cribado de farmacos mencionadas anteriormente. Alternativamente, pueden
usarse anticuerpos no neutralizantes para capturar el polipéptido e inmovilizarlo en un soporte sélido.

En otra técnica, se pueden usar ensayos de cribado de farmacos competitivos en los que anticuerpos neutralizantes
capaces de unirse al polipéptido especificamente compiten con un compuesto de ensayo para la unién al
polipéptido. De esta manera, los anticuerpos pueden usarse para detectar la presencia de un compuesto de ensayo
que comparte uno o mas sitios de unién a antigeno con el anticuerpo.

Ejemplos

Los ejemplos descritos en la presente memoria son para el proposito de ilustrar realizaciones de la invencion. Otras
realizaciones, métodos, y tipos de analisis estan en el alcance de personas expertas en las técnicas de diagnostico
molecular y no es necesario describirlas con detalle en adelante. Otras realizaciones en el alcance de la técnica se
considera que son parte de esta invencion.

Ejemplo 1: estimacion del tamafio del genoma

Se crecio la cepa M1' de Methanobrevibacter ruminantium (DSM1093) en medio BY+ (medio basal, Joblin et al.,
1990) que consiste en [g/l] NaCl (1), KH2PO4 (0,5), (NH4)2S0O4 (0,25), CaCl,.2H,0 (0,13), MgS04.7H,0O (0,2),
K2HPO4 (1), fluido de rumen clarificado (300 ml), dH20 (360 ml), NaHCOs (5), resazurina (0,2 ml), L-cisteina-HCI
(0,5), extracto de levadura (2), y disolucion de elementos traza de Balch (10 ml) (elementos traza afiadidos; Balch et
al., 1979) que consiste en (g/l) &cido nitrilotriacético (1,5), MgS0Oa4.7H20 (3), MnSO4-H,0 (0,5), NaCl (1), FeSO47H,0
(0,1), CoCl,.6H20 (0,1), CaCl, (0,1), ZnS0O4.7H,0 (0,1), CuS04.5H,0 (0,01), AIK(SO4)2.12H,0 (0,01), H3BOs3 (0,01),
Na;Mo004.2H,0 (0,01), NiSO4.6H,0 (0,03), Na,SeOs (0,02), y NazWo04.2H,O (0,02). EIl ADN gendmico se extrajo
congelando sedimentos celulares en N; liquido y molienda usando un mortero y mano pre-enfriados, esterilizados.
Los homogenados celulares se incluyeron en tapones de agarosa y las manipulaciones posteriores se llevaron a
cabo en los tapones para reducir la cizalla fisica del ADN gendmico. Las digestiones se llevaron a cabo con
endonucleasas de restriccion y los fragmentos de ADN se separaron usando electroforesis en gel en campo pulsado
(PFGE).

Ejemplo 2: clonacion y secuenciacion del ADN

El ADN del genoma de M. ruminantium se secuencidé por Agencourt Biosciences Corporation (Massachusetts,
EEUU) usando una estrategia de clonacion al azar aleatoria (Fleischmann et al., 1995) y por Macrogen Corporation
(Rockville, MD, EEUU) usando pirosecuenciacion. Brevemente, se construyeron bibliotecas de ADN de M.
ruminantium en Escherichia coli por disrupcion fisica aleatoria de ADN gendmico y separacién de los fragmentos por
electroforesis en gel. Los fragmentos grandes en el intervalo de 40 Kb se recuperaron del gel y se usaron para
generar una biblioteca de fésmido de insertos grandes. Los fragmentos de ADN en el intervalo de 2 a 4 Kb se
recuperaron y se usaron para generar una biblioteca de plasmidos de insertos pequefios. Los clones resultantes
tanto de la biblioteca de insertos grandes como pequefios se crecieron, y su ADN de fésmido o plasmido se
recuperd y secuencié usando tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento. Un namero suficiente de clones se
secuencio para proporcionar una cobertura teérica de 8 veces del genoma de M. ruminantium. La pirosecuenciacion
se llevo a cabo en fragmentos de ADN gendmico cortados aleatoriamente para proporcionar una cobertura tedrica
final de 10 veces.

Ejemplo 3: Ensamblaje de secuencias y anotacion de profago

Las secuencias de ADN se alinearon para encontrar superposiciones de secuencia y se ensamblaron en secuencias
contiguas (contigo) usando Paracel Genome Assembler (Paracel Inc, CA, EEUU) y el paquete Staden (Staden et al.,
1998) en combinacién con secuencia tanto de PCR estdndar como inversa. Los contigos se analizaron usando el
descubridor de marco de lectura abierto (ORF) GLIMMER (Gene Locator interpolated Markov Model ER, Delcher et
al., 1999) y cada ORF se analizé por BLASTP con huecos (Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al., 1997)
frente a las bases de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) de nucleétido no redundante y
proteinas. Los contigos de la secuencia de la fase preliminar de 8 veces se unieron aleatoriamente por unién artificial
de secuencias para generar una "pseudomolécula” y se enviaron a The Institute for Genomic Research (TIGR, DC,
EEUU) para autoanotacion. Los céntigos ensamblados de la pirosecuenciacién de 10 veces se reanalizaron usando
GLIMMER vy los ORF se autoanotaron usando GAMOLA (Global Annotation of Multiplexed On-site Blasted DNA
sequences; Altermann y Klaenhammer, 2003). Los ORF se clasificaron por funcion usando las agrupaciones de la
base de datos de proteinas ortélogas (COG) (umbral 1e-02) (protocolo de transferencia de hipertexto://world wide
web.pnas.org/cgi/content/full/102/11/3906; Tatusov et al., 2001).

Los restos de proteina se determinaron por HMMER (protocolo de transferencia de hipertexto://hmmer. wustl.edu)
usando las bibliotecas PFAM HMM y TIGRFAM, con alineamiento global y local (protocolo de transferencia de
hipertexto://pfam.wustl.edu) y modelos TIGRFAM HMMs estandar y de modo fragmento (protocolo de transferencia
de hipertexto://world wide web.tigr.org/TIGRFAMs) respectivamente (umbral 1e-02). Los ARNt se identificaron
usando TARNSCAN-SE (Lowe y Eddy, 1997) y las repeticiones de nucleétidos se identificaron usando el paquete de
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software KODON (Applied Maths, Austin, TX, EEUU) y REPUTER (Kurtz y Schleiermacher, 1999). Las anotaciones
automatizadas se verificaron posteriormente manualmente. Se construyeron visualizaciones de atlas de genoma
usando GENEWIZ (Jensen et al.,, 1999) y se generaron estructuras de datos subyacentes por algoritmos
personalizados de desarrollo propio. Las reconstrucciones de ruta a partir del ORFoma predicho de M. ruminantium
se llevaron a cabo en conjuncién con la base de datos en linea KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,
Kanehisa et al., 2004) usando software de desarrollo propio (PathwayVoyager; Altermann y Klaenhammer, 2005).

Ejemplo 4: resultados de la secuenciacion y analisis

La estimacién del tamafio del genoma de M. ruminantium por digestién con enzimas de restriccion de ADN
gendmico y dimensionado de los fragmentos mediante PFGE, indicé un Gnico cromosoma de aproximadamente 2,5-
2,9 Mb. La secuenciacion inicial de clones con inserto grande y pequefio (cobertura preliminar de 6 veces) y
ensamblaje de la secuencia en céntigos indicé que una regiéon de 40 Kb del genoma estaba altamente sobre-
representada (>20 veces), particularmente en la biblioteca de insertos pequefios. Esto se debid posiblemente a un
plasmido de alto nimero de copias (aunque no se han identificado ADN extracromosomicos) o un bacteriéfago
lisogénico que se habia replicado durante el crecimiento del cultivo usado para la extraccion de ADN. Debido a este
sesgo de secuencia grande, se llevé a cabo una secuenciacion adicional (cobertura de genoma tedrica de 2 veces)
sélo para los clones con insertos pequefios rindiendo una cobertura final de 8 veces a partir de secuenciacion de
Sanger. La secuencia de la fase preliminar de 8 veces se ensambl6 en 756 contigos que se unieron mediante 105
soportes. La pirosecuenciacion adicional se llevé a cabo hasta un cobertura adicional -10 veces y la incorporacion de
estas secuencias en el ensamblaje resulté en que el nimero de coéntigos cayd hasta 27. El cierre de huecos
posterior usando técnicas de PCR inversa y de rango largo redujo el nimero de cdntigos hasta 14, permaneciendo
un ensamblaje incorrecto.

Durante la fase de secuenciacion de alto rendimiento, se observo un sesgo en la cobertura de la secuencia hacia
una region (~50Kb) con un contenido de G+C significativamente mayor inmediatamente adyacente a una region con
bajo G+C (~12Kb). El anadlisis de la secuencia del genoma mediante GAMOLA y GeneWiz dio lugar al
descubrimiento de una regién prominente con alto GC localizada inmediatamente adyacente a una gran adicion con
bajo GC. Los andlisis detallados de la regién con alto G+C revelaron la presencia de productos génicos con
similitudes con una integrasa relacionada con fago, la subunidad grande de la terminasa de fago, una proteina portal
de fago, una proteina de capside de fago, y una peptidasa predicha que actiia como lisina de fago (FIG. 3). Estos
productos génicos se usaron como puntos de anclaje para la estructura global del profago predicho de M.
ruminantium, designado ¢mru. Sobre la base de los analisis de las estructuras secundarias del ADN, se identificaron
los sitios probables de integracion del fago attL y attR (FIG. 1A). La integracién del fago en el sitio att parece haber
disrumpido una posible proteina de membrana codificada por los ORF 1980 y 2069, y este gen puede albergar el
sitio de integracion original para el genoma del fago ¢mru, attB.

La estructura general (FIG. 1 B) y secuencia de ADN (FIG. 4A) de ¢mru se determinaron sobre la base de la
estructura modular reconocida cominmente de genomas de fago combinada con similitudes con bases de datos de
secuencia y funcionales. Véase, por ejemplo, Altermann E, Klein JR, Henrich B. Primary structure and features of the
genome of the Lactobacillus gasseri temperate bacteriophage (phi)adh. Gene. 1999 ago 20;236(2):333-46; Desiere
F, Lucchini S, Canchaya C, Ventura M, Brissow H. Antonie Van Leeuwenhoek. Comparative genomics of phages
and prophages in lactic acid bacteria. 2002 ago; 82(1- 4):73-91. El ORFoma predicho del fago ¢mru se clasificé con
éxito en médulos que codifican la integracion del fago, replicacién y encapsidacién del ADN, proteinas estructurales
del fago, y un casete de lisis, y aproximadamente 40% de los ORF del fago se caracterizaron funcionalmente. Una
estructura semejante a un terminador en una region no codificadora grande (244 pb), flanqueada por un gran
namero de repeticiones directas e indirectas y determinada en el modulo de replicacion del ADN se caracteriz6 como
un origen posible de la replicacion del ADN. Varios genes en la secuencia del genoma del fago se predijeron en la
cadena antisentido y éstas coincidieron con regiones bajas en GC. Debe determinarse si estos genes inactivan la
funcién del fago o indican un ensamblaje incorrecto en el genoma del fago.

La region baja en GC entre la lisina del fago predicha y atfR, se encontré que albergaba un sistema de modificacion
de azufre de ADN, dnd (degradacién durante electroforesis), incluyendo una ADN metiltransferasa de adenina m6 de
restriccion de tipo Il y un regulador transcripcional que probablemente sea especifico para el sistema dnd. Ademas,
se identificaron estructuras de ARN no codificadoras tanto en como flanqueando el genoma del fago. En el moédulo
de replicacion de ADN predicho, se identificéd un rbcL. rbcL representa un elemento estabilizador de ARN 5' UTR de
Chlamydomonas reinhardtii. Se piensa que la familia est4 implicada en la estabilizacion del gen rbcL que codifica la
subunidad grande de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa. Las mutaciones en esta familia pueden dar lugar a una
aceleracion de 50 veces en la degradacién del transcrito.

Flanqueando el genoma del fago, se identificaron tres estructuras de intrén grupo |. Los intrones cataliticos del grupo
| son ribozimas grandes de auto-corte y empalme. Catalizan su propia escision de precursores de ARNm, ARNt y
ARNr en un amplio rango de organismos. La estructura secundaria central consiste en 9 regiones apareadas (P1-
P9). Estas se pliegan en esencialmente dos dominios - el dominio P4-P6 (formado a partir del apilamiento de hélices
P5, P4, P6 y P6a) y el dominio P3-P9 (formado a partir de las hélices P8, P3, P7 y P9). La marca de estructura
secundaria para esta familia representa solo esta parte central conservada. Los intrones cataliticos del grupo | tienen
frecuentemente ORF largos insertados en regiones bucle. Estas estructuras de ARN no codificadoras estan
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localizadas en las regiones no codificadoras entre 5' de ORF 1980 (SEQ ID NO: 74), 3' de ORF 2065 (SEQ ID NO:
141) y attR y 5' de ORF 2069 (SEQ ID NO: 142).

Ejemplo 5A: genes de fago

El descubrimiento de una secuencia de profago en la secuencia del genoma de M. ruminantium fue inesperado. No
ha habido ninguin reporte previo de quel a cepa M1 de Methanobrevibacter ruminantium (DSM 1093) sea susceptible
bien a fago litico o lisogénico, aunque ha habido reportes de fago siendo identificado para otras especies de
Methanobrevibacter (Baresi y Bertani, 1984; Knox y Harris, 1986). La secuencia del profago ¢mru es
significativamente mayor en contenido G+C que el genoma de M. ruminantium circundante lo que sugiere que se
origind de otro organismo. Los niveles observados de homologia no sugieren un huésped obvio del que se origind, e
indican que @mru es distinto de cualquier otro fago encontrado hasta la fecha.

La secuencia de ADN de @mru esta insertada en una proteina de membrana predicha de M. ruminantium y esta
flanqueada por secuencias de ADN con estructuras secundarias consistentes con sitios attL y attR. A pesar de la
ausencia de una homologia fuerte con otras proteinas conocidas, todas las caracteristicas de modulo funcional de
un fago podrian identificarse en la secuencia de @mru. Una caracteristica interesante de la secuencia es una region
con bajo G+C en el extremo 3' que muestra homologia con proteinas implicadas en un sistema de modificacion de
azufre de ADN (dnd). Estos genes estan localizados en 5' del sitio de union attR de @mru y probablemente por lo
tanto se llevaron en el genoma de M. ruminantium durante la integracion del fago. La region codifica varios ORF
asociados con dnd (dnd 1, 2, y 3), y una subunidad de metilasa de tipo Il junto con un posible regulador
transcripcional.

El fenotipo dnd sensibiliza su ADN a degradacion durante electroforesis. Los andlisis de las funciones respectivas de
los ORF de dnd sugirieron una incorporacion de azufre o una sustancia que contenia azufre en el genoma de los
huéspedes. También se descubrié que el fenotipo Dnd existia en ADN de especies bacterianas extendidas de origen
variable y hébitat diverso. Se encontraron agrupaciones génicas organizadas de forma similar en varios genomas
bacterianos que representan diferentes géneros y en ADNe de organismos marinos, lo que sugiere que dicha
modificacién es un fendmeno extendido. Se demostré que ocurria una coincidencia entre el fenotipo Dnd y la
modificacién de ADN por azufre en varios genomas bacterianos representativos por los experimentos de marcaje
con (35)3 in vivo (Zhou X, He X, Liang J, Li A, Xu T, Kieser T, Helmann JD, Deng Z. A novel DNA modification by
sulphur. Mol Microbiol. 2005 sep;57(5):1428-38).

Los sistemas R/M de tipo Il son los méas simples y los mas prevalentes. En lugar de funcionar como un complejo, la
metiltransferasa y endonucleasa estan codificadas como dos proteinas separadas y actian independientemente. No
hay especificidad de proteina. Ambas proteinas reconocen el mismo sitio de reconocimiento, y por lo tano compiten
para actividad. La metiltransferasa actia como un mondmero, metilando el duplex una cadena cada vez. La
endonucleasa actia como un homodimero, que facilita la escision de ambas cadenas. La escision ocurre en una
posicion definida cerca de o en la secuencia de reconocimiento. En este punto, no esta claro cémo la funcionalidad
predicha actla junto con el sistema dnd. Aun asi, estd claro que el fago tiene utilidad como un vehiculo de
administracion de genes. En particular, la region de conversion lisogénica puede usarse como el locus de reemplazo
de genes.

Es probable que el sistema dnd se transporté a M. ruminantium por el fago. Como tal, el papel del sistema dnd de
¢mru en la proteccion o modificacion de ADN de M. ruminantium o extrafio no se conoce. Otra caracteristica
interesante de la secuencia de ¢mru es el nimero de ORF codificados en la cadena antisentido. Estos ORF se
corresponden con regiones con bajo GC y tienen concordancias BLAST débiles con proteinas de una variedad de
organismos. Esto podria sugerir que estos genes se han acumulado en el genoma de ¢mru desde su integracion en
M. ruminantium. No esta claro si estos ORF representan una acumulacion en curso de inserciones que pueden dar
lugar eventualmente a la inactivacién y domesticacion del fago o si gmru es totalmente activo.

Un gen de @mru con interés particular para la mitigacién de metano es ORF2058 localizado en el casete de lisis.
ORF 2058 esté anotado como una peptidasa y tiene una concordancia de Familia de Proteinas (Pfam) (Puntuacion:
-13,7, valor E: 0,00054) con las proteinas de la familia Peptidasa C39. Estas proteinas son cisteina peptidasas y son
parte del clan mayor de peptidasas CA como se define por la base de datos de peptidasa MEROPS (Rawlings et al.,
2006). La familia de peptidasas C39 estd asociada habitualmente con transportadores ABC y funciona como
proteasas de maduraciéon durante la exportacion y procesamiento de bacteriocinas. El clan de la peptidasa CA
también incluye las cisteinas endopeptidasas virales tales como las endoisopeptidasas de fago arqueal C71 que
escinden los péptidos de entrecruzamiento de la pared celulares de arqueal. Las paredes celulares de arquea
metanogénica que pertenecen a la familia Methanobacteriales contienen cadenas paralelas de pseudomureina, un
polimero de acido N-acetil-L-talosaminurinico entrecruzado por un péptido. Las endoisopeptidasas pseudomureina
C71 son capaces de escindir los entrecruzamientos del péptido de la pared celular de arquea vy lisar las células.

Sobre la base de la localizacion y sintenia con la endoisopeptidasa pseudomureina del fago WM2 de
Methanothermobacter marburgensis (FIG. 3), ORF 2058 puede tener un papel como un gen de lisina de
metandgeno que codifica la enzima litica implicada en la lisis celular antes de la liberacion de la progenie del fago. El
alineamiento de ORF 2058 con PeiP de M. marburgensis y PeiW de M. wolfeii (FIG. 5) muestra una baja homologia
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global entre las proteinas. Sin embargo, existe conservacion de los residuos de histidina y acido aspartico implicados
en la triada catalitica de endoisopeptidasa y un residuo de cisteina en ORF 2058 esta posicionado cerca de la
cisteina conservada de PeiP y PeiW que forma el tercer sitio conservado de la triada catalitica (Makarova et al.,
1999, Luo ef al., 2002). Ademas, el resto Gly-His-Tyr que rodea el residuo de His catalitico en PeiP y PeiW también
se encuentra en ORF 2058. Estas observaciones indican que ORF 2058 es un gen de lisina de ¢mru que funciona
para lisar células de M. ruminantium durante el ciclo litico del fago. Las diferencias observadas entre ORF 2058 y
PeiP y PeiW pueden reflejar diferentes entrecruzamientos de péptidos de la pared celular arqueal y por lo tanto
especificidad de sustrato de la peptidasa.

Ejemplo 5B: induccién de fago

Se crecid la cepa M1" de Methanobrevibacter ruminantium (DSM1093) en medio BY+ (medio basal, Joblin et al.,
1990) que consiste en [g/l] NaCl (1), KH2PO4 (0,5), (NH4)2.SO4 (0,25), CaCl,.2H,0 (0,13), MgS04.7H20 (0,2),
K2HPOQO4 (1), fluido de rumen clarificado (300 ml), dH,O (360 ml), NaHCOs (5), resazurina (0,2 ml), L-cisteina-HCI
(0,5), extracto de levadura (2), y disolucion de elementos traza de Balch (10 ml) (elementos traza afiadidos; Balch et
al., 1979) que consiste en (g/l) &cido nitrilotriacético (1,5), MgS0O4.7H20 (3), MnS0O4.H-0 (0,5), NaCl (1), FeSO47H.0
(0,1), CoCl,.6H20 (0,1), CaCl; (0,1), ZnS0O4.7H,0 (0,1), CuS04.5H,0 (0,01), AIK(SO4)2.12H,0 (0,01), H3BOs3 (0,01),
Na,Mo0O4.2H,0 (0,01), NiSO4.6H20 (0,03), Na,SeOs3 (0,02), y Na,Wo4.2H,0 (0,02).

A densidades Opticas (DO), medidas a una longitud de onda de 600 (DOsoo) entre 0,10 y 0,14, M. ruminantium se
pulsé con 1 mly 2 ml de aire estéril (~160 a 320 ul de oxigeno), respectivamente (Figura 1C) y 2 ug/ml de
MitomicinaC (Figura 1D). Pudieron observarse curvas de lisis tipicas para ambos pulsos, con tiempos de latencia de
~90 min para pulso de aire. Los resultados iniciales para el pulso con MitomicinaC indican un periodo de latencia
muy corto. Para verificar la escision del fago del genoma del huésped, se disefiaron 2 oligonucleodtidos, orientados
hacia ambos sitios de union del fago, respectivamente (R1F: caaagagagattaaagaagcagacg; SEQ ID NO: 146 y L2R
agtagtgttggaatcagtgaaaagg; SEQ ID NO: 147). Esta pareja de cebadores sélo produce un amplicon si el genoma del
fago se recirculariza después de escision.

La Figura 1E representa los experimentos de escision iniciales cuando M. ruminantium se puls6 con aire. Después
de la induccién, se encontré un amplicon claro y no ambiguo del tamafio esperado, indicando una escision y
recircularizacion exitosas. Una banda similar, aunque mas débil, también se encontré en células de M. ruminantium
no inducidas, indicando que @mru tiene la capacidad de escindirse espontdneamente durante el crecimiento normal,
no pulsado.

Ejemplo 5C: bioensayos de enzimas liticas

El polipéptido codificado por ORF 2058 es util como una enzima litica especifica de metandgenos del rumen y se ha
subclonado en un vector de expresion de E. coli para la produccién de proteina recombinante. ORF 2058 se
amplifico por PCR usando los cebadores Mbbrum11for22 (1122For, cac cat ggt tag att cag cag aga c; SEQ ID
NO:148) y Mbbrum1lrev22 (1122Rev, tca tgc agg aca gac aac ata gta g; SEQ ID NO: 149) en 150 yL de volumen de
reaccion que contenia: 121,5 ng M. de ADN gendmico de la cepa M1 de M. ruminantium; 0,2 uM cebadores 1122For
y 1122Rev; 15 pL de tampon Accuprime Pfx (con dNTP, InVitrogen); 2,4 uL de Accuprime Pfx (InVitrogen). Las
condiciones de PCR fueron 95°C durante 2 min desnaturalizacion inicial seguido de 35 ciclos de 95°C durante 15
segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 40 segundos. No se usé extension final. El producto de PCR
se purificd y cuantificé usando un Nanodrop (Thermo Scientific, GA, EEUU).

Clonacién de ORF 2058: El ORF 2058 amplificado por PCR se clon6 bien en los vectores Topo pET 100 o pET 151-
D (InVitrogen) segun las recomendaciones del fabricante, y se transformaron en células TOP 10 quimicamente
competentes (InVitrogen). Los transformantes se analizaron por PCR de colonias, y el ADN plasmidico se purificd y
secuencio. Los clones con secuencias de ADN concordantes con las de ORF 2058 se seleccionaron.

Expresion de ORF 2058: ElI ADN plasmidico de clones que contenian insertos verificados de ORF 2058 se
transformaron mediante electroporacion en células BL21* o Rosetta 2 electro-competentes. Se encontré que las
mejores condiciones de crecimiento para la expresién de proteina ORF 2058 soluble eran en medio LB, con la
induccion llevada a cabo entre 0,48-0,6 de absorbancia 600 nm usando 0,5 mM IPTG y continuando el crecimiento
durante aproximadamente seis horas a 30°C. Las células se recogieron por centrifugacion y se congelaron a -20°C.

Lisis celular: El sedimento celular se descongeld y se resuspendié en el tampon siguiente (pH 7,5): 300 mM NacCl, 2
mM DTT, 10 mM imidazol, 20 mM Tris, 20% glicerol, 1% Triton-X, 5 mM CacCl;, y 10 mM MgCl,. Se afiadio lisozima
a 1 mg/ml de concentracion final, seguido de incubacién en hielo con agitacion suave durante 30 min. Se afiadieron
ADNasa | y ARNasa | cada una a 5 yg/ml de concentracion final seguido de incubacion en hielo con agitacion suave
durante 30 min. El lisado celular se centrifugé a 12.000 rpm durante 15 min y el lisado crudo se filtré a través de un
filtro de 0,8 pm.

Cromatografia de afinidad de niquel: El sobrenadante filtrado del procedimiento de lisis celular se aplicé a una
columna de afinidad de niquel de 80 mL y se eluy6 usando un gradiente de 20 mM a 250 mM imidazol en el tampdn
siguiente (pH 7,5): 300 mM NaCl, 2 mM DTT, 20 mM Tris, y 20% glicerol. Las fracciones eluidas de la columna que
contenian la proteina ORF 2058 expresada se concentraron usando una célula de ultra filtracion Millipore con una
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membrana con un punto de corte de peso molecular de 10.000 kDa. La construccion ORF 2058 en pET100
expresada en células de E. coli BL21* se eluy6 de la columna de niquel con el tampdn de elucién siguiente, pH 8,2
(20 mM Tris, 250 mM imidazol, 300 mM NacCl, 10 mM b-mercaptoetanol, 10% glicerol), y la enzima se almacen6 en
un tampon al que se afiadieron glicerol adicional y ditiotreitol para conseguir una concentracion final de 40% glicerol,
1 mM ditiotreitol, pH 8,2).

Desalado: El desalado de la proteina concentrada expresada a partir de la construccion pET 151 en células Rosetta
2 se llevo a cabo usando una columna de 250 mL BioGel P6 DG (BioRad, CA, EEUU) con el tampon siguiente (pH
7,0):20 mM MOPS, 1 mM DTT, 300 mM NaCl, y 20% glicerol. Las fracciones de la columna se concentraron como
se ha descrito anteriormente y la muestra final se filtr6 y se congeld rapidamente en nitrégeno liquido antes de
almacenarla a -20°C.

Lisis de células de M. ruminantium en reposo: Se crecieron cultivos de cinco ml de M. ruminantium M1 (DSM 1093)
en medio BY+ en tubos Hungate hasta fase logaritmica tardia y las células se recogieron por centrifugacion de los
tubos Hungate a 5.000 x g a temperatura ambiente durante 30 minutos. Los tubos se pusieron en una camara
anaerodbica (atmdsfera 95% CO,- 5% H,, Coy Laboratory Products, MI, EEUU) donde el sobrenadante se desech6 y
las células de 10 ml de cultivo se resuspendieron en 1 ml de tamp6n MOPS pH 6,8 (50 mM MOPS, 5 mM CaCly, 1
mM ditiotreitol). La suspension celular se ajusté a una DO (600 nm) de -0,12 por dilucion con tampon MOPS
adicional.

La suspension celular estandarizada (50 pl) se dispensé en una placa de microtitulacion y se afadieron
concentraciones variadas de enzima litica ORF 2058 (preparada a partir de la construccién pET 100) y el volumen
total de la reaccion se llevé a 250 ml con tampon. Las mezclas de célula y proteina se incubaron a 37°C y se
registraron las lecturas de DO. Los efectos de las adiciones de enzima (ug de enzima afiadida por ensayo) en
células de M. ruminantium en reposo se muestran en la FIG. 7. Las adiciones de enzima disminuyeron las lecturas
de DO a 600 nm de las células suspendidas de una manera dependiente de la dosis comparado con las células
control sin enzima afiadida. Esto indica que la enzima litica ORF 2058 es capaz de atacar y lisar células de M.
ruminantium en reposo en condiciones anaerdbicas.

Lisis de células de M. ruminantium en crecimiento: Se crecid6 M. ruminantium en medio RMO2. El medio RM02
estaba compuesto por los ingredientes siguientes (g/L): KH2PO4 (1,4), (NH4)2.SO4 (0,6), KCI (1,5), disoluciéon de
elementos traza SL10 (1 ml), disolucion de selenito/tungstato, (1 ml), 0,1% (p/v) disolucion de resazurina (4 gotas).
Los componentes se mezclaron e hirvieron bajo 100% CO; sin O, y se enfriaron en un bafio de hielo mientras se
burbujeaba 100% CO-. Después de enfriar, se afiadieron NaHCOs (4,2 g) y L-cisteina-HCI.H2O (0,5 g) y 9,5 ml del
medio se dispensaron en tubos Hungate mientras se desgaseaban los tubos con 100% CO;. Los tubos se
autoclavaron y se almacenaron en oscuridad durante 24 h antes del uso. Antes de la inoculacion, se afiadié
NoSubRFV (0,5 ml por tuno, que contenia sustratos, extracto de levadura, vitaminas). Después de la inoculacion, los
tubos se gasearon con 80% CO2/20% H, a 25 Ib/in®. Se crecié M. ruminantium hasta mid-log (DO 600 nm ~0,1)
punto en el que la enzima litica ORF 2058 (preparada a partir del clon pET 151 D Topo) se afiadio a los cultivos a
concentraciones variadas. La incubacion de los cultivos continud y las lecturas de DO se registraron. El efecto de las
adiciones de enzima en el crecimiento de M. ruminantium y formacion de metano (% de produccién de metano
respecto al control sin adicion después de 217 horas de crecimiento se indica entre paréntesis) se muestran en la
FIG. 8. Los resultados muestran que la enzima litica ORF 2058 afectaba draméticamente el crecimiento de M.
ruminantium de una manera dependiente de la dosis, disminuyendo la DO 600 nm de los cultivos en crecimiento en
2 horas de la adicién. Los dos niveles mas altos de adicion de enzima también redujeron la formacion de metano
hasta un grado similar al de la adicion de cloroformo (adicién 100 pl /10 ml de cultivo).

Ejemplo 6: Visién global

Un descubrimiento inesperado de la secuenciacion del genoma de M. ruminantium fue la presencia de una
secuencia de profago. El andlisis de la secuencia del genoma identificé una regién con un contenido en GC
inusualmente alto que contenia un numero de genes relacionados con fago. La estructura global del profago
predicho se identifico por andlisis bioinformaticos adicionales y se designé como ¢mru. Aproximadamente el 40% de
los genes del fago se asignaron a grupos funcionales discretos incluyendo integracion del fago, replicacién y
encapsidacion del ADN, proteinas estructurales del fago y lisis. Se encontré6 que las secuencias de ADN que
flanquean el genoma del fago representaban sitios potenciales para la integracion del fago (attL y attR). El fago
parece haberse insertado a si mismo en una posible proteina de membrana de M. ruminantium que probablemente
alberga el sitio de integracion original del metandgeno para el genoma del fago ¢mru, attB. Ademas, se piensa que
una estructura semejante a terminador encontrada en el médulo de replicacion del ADN representa un origen de
replicacién del ADN del fago. Una regioén con bajo GC en el extremo 3' del genoma del fago alberga lo que parece
ser un sistema de modificacion del ADN por azufre, incluyendo un gen que probablemente controla la expresion del
sistema dnd. Estos genes probablemente se llevaron al genoma de M. ruminantium durante la integracién del fago y
su papel respecto a modificar el ADN del fago, huésped o extrafio permanece sin elucidar. La retencion del sistema
dnd por M. ruminantium sugiere que ha impartido un beneficio al huésped. Sin embargo, el papel del sistema dnd de
emru en la modificacién de ADN de M. ruminantium o extrafio todavia esta bajo investigacion.
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Otra caracteristica interesante de la secuencia de @mru es el nimero de genes codificados en la cadena antisentido
que se corresponde con regiones bajas en GC y tienen concordancias débiles con proteinas de una variedad de
organismos. Esto sugiere que estos genes se han acumulado en le genoma de ¢mru desde su integraciéon en M.
ruminantium y puede ser que estos genes representen una acumulacion en curso de inserciones que podrian dar
lugar eventualmente a la inactivacion del fago y domesticacion del fago. El alto contenido en GC de la secuencia del
fago ¢mru comparado con el genoma de M. ruminantium sugiere que se origind de otro organismo. Sin embargo, el
huésped previo no es obvio ya que las proteinas de @mru parecen de alguna forma Unicas por comparacion con
otros fagos encontrados hasta la fecha.

Los genes de gmru de interés notable respecto a la mitigacién de metano son aquellos localizados en el casete de
lisis. Un gen en particular codifica una proteina con similitud con la familia de peptidasas C39. Esta familia de
peptidasas incluye, entre otras, cisteina endopeptidasas virales tales como las endoisopeptidasas de fago arqueal
C71 que escinden los péptidos de entrecruzamiento de pseudomureina que compone las paredes celulares de
Methanobrevibacter. Sobre la base de la localizacion génica en el genoma del fago y sintenia con endoisopeptidasas
pseudomureina de otros genomas de fago de metandgenos no de rumen, este gen puede tener un papel como un
gen de lisina que codifica la enzima litica implicada en la lisis celular antes de la liberacién de la progenie del fago.
Este gen y su enzima codificada tienen un interés obvio como posible mecanismo de control para M. ruminantium y
otros metandgenos del rumen con paredes celulares similares.

El fago de rumiantes y sus enzimas que estan implicadas en lisar células huésped representan oportunidades
significativas para controlar las poblaciones de metandgenos y otros miembros de la comunidad (bacterias,
protozoos y hongos) en el rumen. Ademds, es posible identificar dianas enziméticas del huésped clave que son
susceptibles de inhibicién por proteinas de fago a través de la comprension de los ciclos de vida del fago. Los
inventores han sondeado la composicion de fago de rumen en vacas, ovejas y ciervo y han mostrado que presentan
una variacion temporal en los nimeros y tipo. También se han identificado los aislados de metandgeno de Nueva
Zelanda que estan afectados por fago. Se han usado cultivos puros de metandgenos para evaluar las enzimas liticas
de fago, y se han desarrollado técnicas basadas en cultivo y basadas en PCR para cribar para nuevos fagos. Se ha
mostrado que los fagos purificados de muestras de rumen son factibles de andlisis de secuencia de ADN aleatoria lo
que permite descubrir enzimas del fago.

Hay varias ventajas para el uso de fago o sus enzimas en técnicas de mitigacion para disminuir las emisiones de
metano. Los fagos son miembros naturales de la comunidad microbiana del rumen y, asi, no se verian como un
tratamiento con antibidtico (y podria superar mas facilmente cualquier restriccion reguladora). Los fagos son
habitualmente especificos para un rango estrecho de huéspedes lo que permite potencialmente el direccionamiento
seleccionado de metandgenos. La terapia con fagos se reconoce ahora como un tratamiento para organismos
resistentes a antibiéticos y generalmente se considera seguro. Una vez producidos, los fagos son habitualmente
relativamente estables. La introduccién de cepas de metandgenos en el rumen que son susceptibles a fagos podria
tener efectos beneficiosos a largo plazo, particularmente si la inoculacion ocurre a una edad temprana (por ejemplo,
en corderos y terneros jovenes). Se sabe que determinados metandgenos contienen genomas de fagos, son
susceptible a fagos liticos, o experimentan autolisis (sugerente de enzimas liticas) incluyendo Methanobrevibacter
smithii (cepa PS), Methanobacterium bryantii y Methanobrevibacter cepa MF-1. Un ejemplo notable de fago que se
esta usando para inhibir organismos problematicos para la agricultura es el uso de fagos para tomar como diana
Escherichia coli. 0157:H7.

Methanobrevibacter ruminantium se eligié para secuenciacién de genoma debido a su prevalencia en el rumen bajo
una variedad de condiciones dietéticas (sobre la base de datos de deteccién de cultivo y moleculares), la
disponibilidad de cultivos, su factibilidad para crecimiento rutinario en el laboratorio, y la cantidad relativamente
grande de estudios previos y antecedentes en la bibliografia disponibles para este organismo. La presente invencién
proporciona datos importantes respecto al genoma de M. ruminantium, y construye una imagen detallada del fago en
el rumen. La secuencia del profago @mru proporciona reactivos especificos para la inhibicion de M. ruminantium y
para manipulaciones genéticas futuras para ayudar en la determinacion de la funcion génica. El fago puede usarse
para bloguear funciones/componentes conservados entre metandégenos para prevenir o reducir la formacion de
metano en el rumen.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido aislado: a) que comprende SEQ ID NO: 72; b) que es una variante funcional de SEQ ID NO: 72, y
que comparte al menos 90% de identidad con la secuencia de longitud completa de SEQ ID NO: 72; o ¢) que es una
variante funcional de SEQ ID NO: 72, y que comparte al menos 80% de identidad con la secuencia de longitud
completa de SEQ ID NO: 72; en el que dichas variantes funcionales son capaces de inhibir una célula metanégena,

2. Un polinucledtido aislado que comprende: a) secuencia codificadora para la secuencia de longitud completa de
SEQ ID NO: 72; b) secuencia codificadora para un polipéptido que comparte al menos 90% de identidad con la
secuencia de longitud completa de SEQ ID NO: 72 y que es una variante funcional de SEQ ID NO: 72; c¢) secuencia
codificadora para un polipéptido que comparte al menos 80% de identidad con la secuencia de longitud completa de
SEQ ID NO: 72, y que es una variante funcional de SEQ ID NO: 72; o d) una secuencia complementaria a una
cualquiera de (a) a (c), en el que dichas variantes funcionales son capaces de inhibir una célula metandgena.

3. Un vector a) que codifica el polipéptido de la reivindicacion 1; o b) que comprende el polinucleétido de la
reivindicacion 2.

4. Una célula huésped: a) que estd modificada genéticamente para codificar el polipéptido de la reivindicacion 1; b)
que estd modificada genéticamente para para comprender el polinucleétido de la reivindicacién 2; o c¢) que
comprende el vector de la reivindicacion 3.

5. La célula huésped de la reivindicacion 4, que es una célula procariota.
6. La célula huésped de la reivindicacion 5, que es Escherichia coli.
7. Una molécula conjugada o molécula de fusién que comprende el polipéptido de la reivindicacion 1.

8. Una molécula conjugada o molécula de fusion que comprende el polipéptido de la reivindicaciéon 1, y que
comprende ademdas un compuesto anti-metanogénesis, una secuencia sefial, un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo, un &cido nucleico peptidico, un péptido antimicrobiano, o un antibiético.

9. Un fago @mru aislado preparado por ingenieria para comprender al menos un polinucleétido de la reivindicacion 2.

10. Un método para inhibir una célula metanégena que comprende poner en contacto la célula con el polipéptido de
la reivindicacion 1, poner en contacto la célula con la molécula conjugada o molécula de fusion de la reivindicacion 7
o reivindicacion 8, o poner en contacto la célula con el fago de la reivindicacion 9.

11. El método de una cualquiera de la reivindicacion 10, en el que la célula es un metandgeno del rumen.
12. El método de la reivindicacién 11, en el que la célula es Methanobrevibacter ruminantium.

13. El método de la reivindicaciéon 12, en el que la célula es la cepa M1" de Methanobrevibacter ruminantium
(DSM1093).

30



ES 2 625 144 T3

NQAY |2p uoleadal g|
ap oyaipaid uabugp

| Il - . I owalpxa
BUBJIOW AW ap Bulajodd

N Owaipxa
BUBIQIALW ap BWa)old

| odi] Y ewaysis mwmmﬁoﬁ__.ww.wm_u_._: : ESEUILLISY EsEAMAY _ D]
| odi] Y Bwalsis SIS esepndad EBSEI3JSURNIRALU 1B|N|22 UQISIAP 8P Seulajoad
leuciadiaosued) Jopenbaa 15 apisdes ap euiajoid jepiod euiagoad ESE3INUOXS NQOY B uoiun ap eulajoad
. obey ap ewsjoid euBlquawsue eulslond - eseuinb

UCIREDUIPON obej |ap ejoo-ezaqes Jopejdepe NaV [2p NavY 12p oa1uabosijjoon
uoloL}se E109 €| 3p BU13301d olquwed
e E|00 B] 2p BpIpaLU ap ewajold uoldepisdeouy uoloeadey uoneiba
E|OD B 2P BpIpSW 2p euiajosd = |

obey ap ewayoad

apisded ap ewayoad

apisded ap ewayoud

EZaqeD ap ewajoad

obej |ap apisded e| ap o|Npopy q

TIVLLVY L LVVLIv(Y) v

'Ol

31



ES 2 625 144 T3

003Si

[uiw] odwan

00vL 00ZL 000, 008 009  00F 0O 0
L | i 1 i | 1 | i | i 1 N
- ZL'0
|0JJUOD —w— i

aly|WZ —e— b1'0

aiy|W | —m— .
X 910
- | +8L0

-
- ? 0Z'0
m\|\||\ - - ZZ'0
< - 20
- 920

91 'Ol4

009 04

32



ES 2 625 144 T3

- 00¢
I

[uiw] odwan

052 00Z
'l — 1 _

0Si 00l - 0s
[ I : | :

\‘\I|_I\I\.-|l\.\\\I|-.

.-

i11||11l|11.l|1|f|0\|\a,, \

Seupoy bz —e—
|01UOD —m—

¥00

—90°0

~ 800

- 010

~-ZL'0

~ L0

ai ‘ol

910

009 OQ

33



ES 2 625 144 T3

2
v

! " opianpuiou opianpul
¥ £ Z 1
31 "Old

34



ES 2 625 144 T3

[eulwia) oulwe Xyv) seseajold

obe) |op BSUSEP Bp OWSIUBIBW | Bp eIljiWe) “eAlloge UuQIdd3jul ap owsiuedaw 3|qisod 65S6T
CEENEVEERES PR ELES
‘obey [ap esuajap el ua epedldwi vise eyaipaid G//T
e z//T edugb ugpednibe ) ((obey ap 09214109dsa) uoIdoLNSal
N/ ewsaisis un ap aued e uelowsase as sauab soqwe | ap BSEIDNUOPUS ap BSedlS peplungns e Jejiwis GlIT+V/.T
alusuewsal obe} 818 ap ugIdENUIUOD
eun Jedipul elpod anb ‘obnugd ap anwy| us opezieso)
el 86T '0DPe} |op seujaloud uod  sapnujiwIS
uejanal 68/T © 9//T uogioednibe e| ua sauab soyonw ofe} ap [eimonuss eujajoid €8/1
[euiwia) oulwe XyyD seseajold
obe) |op BSUSEP 9P OWSIUBIBW | Bp eljiWe) ‘eAlJoge UQIdd3jul ap owsiuedaw a|qisod 6/ST
[eulwlal oulwe XyvyD seseajold
obe) |op eSuaop ap OwWsSIUBIBW | 8P eljiWe} ‘BAIOge UQIdd3jul 9p owsiuedaw a|qisod 8/GT
[eulwlal oulwe XyvyD seseajold
obe} |op BSUSEP 9P OWSIUBIBW | 9P eljiWe) ‘eAlJoge UQIddajul ap owsiuedaw ajqisod 2/ST
[IAQW 0219uUab Ojuawald un ap [eqo|b epuaLede
‘eausb ugroednibe asaibns ewousb |9p ejUBUIS
e| A obey ap seuisloid u0D SapnUIWIS BIBABI ZSPT eyoipaid
A esewnd NQ@V eun uod sapniiwis ensanw QGiyT | obey uod epeuoioedl olis ap eayoadss eselbajul TSPT
02sew ap ojuaiweze|dsap
aluawsa|qeqold ‘984YO US enloe sjusws|geqold reuoroduosuely Jopejnbal 868+.68
[euiwia) oulwe XyyD seseajold
obe) |op BSUSEP Bp OWSIUBIBW | Bp eljiWe) ‘eAlJoge UQIdd3jul ap owsiuedaw a|qisod 968
oLeUBWOD ugioelouy 440 oJ8WNN

¢ 'old

35



ES 2 625 144 T3

NQV ap uoioeajdal ‘'suod odiy 666T
dlv
uoioeoldal e| ap [041U09 |2 Ua opedljdwi esedy ap olulwop NQaV ap uogioealdal | ap ssipuadsp eseodlay NAVY 866T
NQV ap ugioeo||dal 'suod odiy 9661
NQV ap ugloeo||dal 'Suod odiy S66T
SBSea|oNuUOoXa & pnijiwIS NaV ap ugioeoydal BSEd|ONUOXd 66T
eueIqWaW ap eujayoid
aswsa|qeqosd ‘eyoipaid (eueiquawsuses; addH) HNL T NQaV ap uoioedidal 0pI20U0ISap 266T
NQAV ap uoioedidal 0pI20U0Sap T66T
NQAV ap uoioedidal 0pI20U0Sap 066T
NAV ap ugioed||dal "Su0d odiy 686T
pNlijIWIS "eSeajonuoxa 0 esedllay NAy NaV ap ugioeoydal 'suod odiy 886T
NAV [ap ugioedijday
IEIER
0921ugbosI-09n)| oiqwed ap aued swswa|gqeqold NQV U0 ugQIddeIalul | UQISIAIP B| 9p |0J1u02 ap eulalold G86T
021u9bhosI-02131| oIqued
ap aued A 2uId ap ugiun ap olulwop un ebiaqe ayuswsa|qeqo.d NQV U092 ugiooeiajul 'suod odiy 86T
'suod odiy €86T
obe} ap eseibajul eselbajul 86T

021ugb0sI7/001017 olqWe) ugioeIBa|

(evL:ON
a1 b3s) sebiobiBioneneeneejeebebtneenny ejubau us oajanu e
6902 440 © 9puodsaliod N owalxa Jyyuse

13 “epidwnusip apadns e| ap eujsjoid obey ap ugioeibaiul Jod

Je|njao ugisaype

ua eoll apuelb 1oid sp elwel

086T

eaiwouab ugioeibaiul ap snoo| ‘elueanbue)) eaWOUBH ugibay

oueluswo)

eyIpald uguny |

uglelouy |

VIONVYO 440

T-€ 'Old

36



ES 2 625 144 T3

BSed ]V U0d SapnyjiwIs ugiquie] [eJn)oNJisa ojnpouwl obey e epeloose eujajoid 2202
[eJn)oNJisa ojnpowl 'suod odiy 1202
©zageo ap sisaugbopiow ap eujar0id [eJnionJisa ojnpowl ©Zages ap Jousw eujajoid 6102
obey |ap apisded ap o|NPOIN
NaV ap uoioepisdesua [euod eujaro0.d 8T0Z
OQILNISILNY UgIoalIp "Su0d odiy 1102
NQav ap uooepisdedua | apueib pepiungns “eseuiwlal 9102
GTOZ uod ugionadwod us “eseulwla) ap eyanbad pepiungns Nav ap uoioepisdeaua ‘'suod odiy 102
NQV [ap ugepisdeous
euelquiaw
‘seyoipald HINL § NQV ap uoioeaidal | ap [eibajui eujajoid €102
NAV ap ugroeo)|dal "Su0d odiy 102
1V ua seou sauoibai ua opejjolualadns gured e ajuelowas
ooipijwseld NQy edw A oueusyesouow NGV 9puIdSa NQay ap uoioedidal | uognred ap eujalold 0102
0dsew ap oalwezedsap un ajusawieldualod 8002
K 700z ‘eseawuad eywepadns e & pnujwis ‘seydipaid HINL ¢ NQV ap uoioeoljdal eseaw.lad 8002
eolwse|dold
eueIqWSW ap eulaloid eun eas aswalqeqold seyaipaid HAL ¢ NQV ap uoioeoljdal 'suod odiy 1002
/002 © d1uadeApe sopeuiwlal ap einjonnsa OdILN3SILNY ugid2alp 'suod odiy 9200¢
NAYV ap ugioeoijdal obe} e epeloose eujayold G002
Nav ap ugioeoydal 0pI1o0U0Sap 002
Nayv ap ugioeoydal 0pIo0U0Sap €002
NAV ap ugroeo)|dal 'suod odiy 200¢
NQayv ap uoioedydal 0pI20U0Sap T00ZC
NQV 8p ugloe||dal "Suod odly 0002
(#PL:ON QI D3IS)
LLIVYYYLL V1LIOVLIIOVIVLIOOLY OOV LIVYY.L
V1OV VIVLLVIOOVIOOLIYIOYYIOVOOL uoioealdal
: OIS IVYILLIODYYY |ep usbuo e odossed es Jlopeuiwa) ap einjonisa
OoLEIUBWOD eyo|pald ugloung ugloeloUy VI1OWVYDO 440

¢-€'old

37



ES 2 625 144 T3

obe} ap e|02 €| ap ajusuodwod [eJMoNASa ojnpow obe) ap |02 ap eujaloid 2502
1502440 U092 [erousiod
oosfew ap ojuslweze|dsap ‘sapnijiwis [eJN10NA1Sd O|NPoW obe} ap ©|02 ap epipaw ap eujaloid 6102
[2JN10NASd O|NPoW 'suod odiy 1102
g eu) ouabe|0d
obe) ap ojusiwe|dooe us eyaipaid [eJNoNASe oNpow | & uglun ap amiladns ep eujsioid 9102
[eJMoNASa ojnpow ‘'suod odiy G102
[eJN0NASa ojNPoW obe} uod epeuoioe|al eujaloid 02
[2JN10NASd O|NPoW 'suod odiy €102
[eioualod
[euas erouanodas ‘eyolpaid HINL T [ein1onisa ojnpow 'suod odiy Zvoz
[ein1onnsa ojnpowl loAew obej ap apisdes ap eujaloid Tv02
[ein12nnsa eujaloid Uod pnijIWIS [ein1onnsa ojnpow obe} ap apisded ap eujajoid ov02
eyoipald HAL T OdILNISILNV UQdalIp obe} uod epeuoioeal eusalold 602
Jopeidepe ojuIWop U0 pnijiLIS OQILNISILNY ugiddaip obe} ap e|02-eZaged Jopeidepe 802
[ein1onnsa ojnpow 0pI20U0Sap 1€02
[ein1onnsa ojnpow 0pI20U0Sap 9€02
[2JN0NASa o|NPoW 'suod odiy Ge0zZ
[2JN10NA1Sd O|NPOW 0pIo0U0Sap €02
[2JN0NASa o|NPoW 0pIo0U0Sap €e02
[ein1onnsa ojnpow 'suod odiy 2€0¢
ayuodos
ap eujalold ap OUIWOP U0D PNY|IWIS [eJN10NAISd O|NPOW auodos ap eujaro.d T€0Z
[eJNoNASa ojNPoW 0pIo0U0ISap 6202
[eJN0NASa o|NPoW 'suod odiy 8202
[eJn1oNASa ojnpow 0pI20U0Sap 9202
eyoipald HANL T [eJn1oNASsa ojnpow 'suod odiy G202
[eJNoNASa ojNpow 'suod odiy 202
[eJN0NASa o|NPoW 0pIo0U0ISap €202
PIENENe) BydIpald ugloung ugloeloUy VI1OWVYDO 440

€-€ 'Ol

38



ES 2 625 144 T3

086T 440 ® apuodsaliod
D owanxa |3 ‘epidwnisip amoiadns
ap eulajoid obe} ap uogioeibajul Jod

Iejnjao uogisaype

Iyyuse us eall apuelb 1oid ap eljiwe}

690¢

Jopeuiwlial ap
eimonisa ap aped ‘(S¥T :ON Al O3S)
nmuenmbnereleeleeleerebbeereebe)

die

eolwouab ugideibajul ap sndo| ‘obey |ap uoloeibajul ap onis

Il odn ugIddLISal

eselgjsuel)ldw | euluspe 8p  eselgjsuesiow  NAV 902
(sisalojo1109|9

ajuelnp uogioepelbap) pup ‘ainze

uod NAV 9p UQIOBJYIpOW 3P BWAISIS | pup BWASISIS |9 UOD BpeIdoSe g eujajoid €902
(sisalojonos|d

ajueinp uogioepelbsp) pup ‘auynze

uod NQV 9p UOIOBJYIpOW 3P BWASISIS | pup BWAISIS |8 U0I epeldose T eujalold 2902
(sisaloj01109|9

ajuelnp uogloepeibap) pup ‘ainze

uod NQV 9p UOIOBJ4IpOW 3P BWSISIS | Pup BWASISIS |8 U0I epeldose ¢ eujajold 1902

©2I1U9DOSI| UOISIBAUOD

BIUBIUIS/UOIDRZI[RIO|

8p 8seq e|aIqos BUISI| OWO0D uQIdIpaId esepndad 8502
eIUB)UIS US epeseq euljoy owod obe)

[erouslod [aded/seuiwnul Uod sapnjIWIS sisI7 | uoo epeuoioejas siadns ap eujsiold 5502

SIS

[eINjonASsa ojNpPoL 1ouaw obey ap [eimoniisa eujaloid €502

OLIeIUBWO0D eyoIpald uguny uoioeIouy VI1ONVO 340

¥-€ 'OId

39



ES 2 625 144 T3

[43]

ebyeibojybayobebbeborenoebbeeoooebeyenybbrrojbyebbebeberlb
eaq1abbejbiiooeehibigoenbyyibeebeojebbbeenbbebyobbercbyobyobyeebooyyesbererenbbreroridogyy’
1b131e06395931333192310008303e00 3 1e1ebbjebebbeehebbeeebbenjeneeeebyjbbyebebeabyybbyesebbyabab

LE6L

18

bejeebjoenebijibeoeooeeenbioijobeobijooerebieoebelbyoobereebbebelong
teaaefeeaeebefoeebyybinbbioenneewabjogjobjoebbebeoseoeoyeioybbyyecebbecoeneeebbbybiejobibie

0661

08

eejoobiebibbeeerehynylibebenhb
eenbjjoeebobeynoeeenqjebeeebbbyielibiesebiibogigeejoajojobobyboebeboeebyjecobeliobbberben
1eeennnbeebeaenejeengibebboefbyyeeebojeeyjeeeeebhyeojeeybyboebbiyjeeeroereelyoogijeelebiy]

6B6L

6L

um#mmmmUummmmmmwmuupmmmmuppmmmu#uummmMmmmmugmmugumwmumMMmummuM%mwp#mmm#muuuUm
bbeniebebbeqgreehebbjeeeeeosejbbqeebeebeabeebyeeelelooejearesfhijeolyesbjoogeljenlioooobeebbe

BB6L

eenbeeebbjejorerebbyiejegioleehijebereebherniiolnibyenbengeeaejebeeeebbjebobjeeeeebblayyabae

NQY 2p uopeaday

8L

muuuuuuumnmmummmuumﬁmmmmuuuUuumMUWmmmuumummUMUUmmmmmmwMUmmumummummmmmumumuumm
obyooeeberooosiobeiesreoebinoegeeniieenbyoeibjebobbyeeeebobbyobeobeborbbbesejeeesejoyeoebb
oobibieloebbhiebeblyioibeebbbearesionyyeibioniojeebbefjebyeeejeejejeeyjeejojebeeseoeeeebye

g86l

LL

13e3ebyjenbbeebenybeoyjeeebieblieeeeeeebjeenbeehjjeljerebjeeeebiojoejoeebyery
133b3e33e00qeejejebeeereel1lidelaieeeiebyeieaeneellajeieoenoioljellijeeliebejebeebyeejene
133eboebyeqeyjeeeieiniiojoeeeeehoreeberoebjeyeejeeeeeenbeeejbeeeboyebeeibereeeebyeebbbye

861

9.

joo1100b3313e0eibeeeyeoejeebyebeebhenbybebbeebynogyobioeehnfbobibyelonljebingg
obyjeebeeebaehbbbeeeebyyobiberbobyoyenebbeberbbbybyonybyobyeebybyejorebobijorebbyorebebyony
16eebyybeeebyybebieveebiolyeeecbbeeeobioebeeeyensejeyyebyebeeeen]jbyeebegeeeeegieoegeehbye

E861

SL

ejeoiibebyigbenbaeojeoeeejebbeecybeooeebonoreenijbbeejenyenjeoeeneebebijebbese
Boerebeobeoofieebeoiobebiechifooefeeneiniaboobebbbfeosenyibbebyboyiorenoroohonbjerajonejeab
eobjoobeabebebborbiooeebooebebesbyzbyooesoeebeooyyeebyoooebeebbyjeynbeoreoebeyyyjorbeebye

1861

o2juabosi|joan olqued ugloelbajul

JojeEE}EEE] ) jEREDjEDEjOREhEOEREAEBE EERIDDOEEED I EROERE RRERE1EORB10BEODEROREE]E]REID
uummummU;mpmmummUumammummupm#mmuumuuMpmmmmmummummummuumummummmumummummmumummpummmwwmmpmwp
ebBoeenhi3611610 ebbeqeoberjeeleeoeyiebioeqeiljeiiiodiieeliiejeeiiabebeegeebeebjejeeebebyb

0861

eowouab uolpeibalul ap snoo| ‘ajueanbuel ednwouab uolbay

uo1aduosag/sopiRoaINU ap BIDUSNIAS

T 4¥0
VIOWVD

I-vv "Old

40



ES 2 625 144 T3

bbebbeeeejobbeaoejebeeabbeebeceebbbebyjoobyeebboebeabyjbeaeh
eal3b63oe3byebeabbeaveseoyoqbeenoenyiboobeerbbobloeybeeabybee
1363003e30enbeebebyeeorbbjoborbiebeorjeoobeebeerereibeeylbye

gooz

£6

ebyeolbiocbeebbebberooroebbjorbeybobylejeoeyyoebbebboebberorenqbiobbebeoyjbbeqebbenbyn
jeoeebibeobeyebebebboeenjeoebeooyjebyyaeoobeoeobeenbjooeebbobyejbyeebijeebberejeebejebbye

002

Z6

ebioojbebolyyeeljongyybyebebbberejeeyebebyyjorbbebbereoijgyjeoen
ejoejobesbyeooroebeenyjobyy1bbbeebboebbebyoebyebbebyobeboyibeonberabybbbyeebbbeyeggeebye

£00e

L6

hejejaeebyebereebbebbeiojelyeybeeonbieeebbbyyyehoeeeaehy
oejeaebobyejebbeoebobybioojeeebiobbebbehy33oo33330033038033033030e3003ee030633303603066e0
eboabbeeobeoyylyibbenjbrebbybbenbebbyorebbeborenbbeenibjeioejeebbebeebbbyeeboebobegyebqe

co0g

06

b3ibjejejobiiiebbeebeebebiebibbiloojeecebbebyibbebbioyjecebbibejecjeebbiebbyeab
beeebijejeocoeorabiooebjejogeenboojjejeeebyoljebybyyeobherbbeebyeoejberrool 3300338303308

L00Z

68

JeeogyeeeeenoieebiljebebyeieebbibebbbeboyibebberenybyyebbejegyooebyeebieoybeoeeeebByeebye

beeebhyjoeebbebbeebbioebooeyeenyibbioegyjonyeeebbeebenbernjonobienebebeebyjon
mumuummuammmmuwm#mmmmeMumumvmnmuuuuummmuumuupummummuummmmnuuummmuumummmmuuuuuumummmmumum
aeeebl33o0333303233632eba333ebeebyoooeebieoeeeebebbyebeojbeeebbyyyyeroebbyyabeebbyyeeaebye

000z

g8

beebebbjejojeeeneeenjeehbijeeebijbecbheeenyeeenboyibyenybieyybeecoebebeeyoenboe
ejaebebjeeeebeeenoeewnojeoebbee)jenjeeebbojbeboebyebeehyjebbbeyyoy3byebeebyzbenjeebebyygo
Jaeebobeebeobeoabliooe)yjberoebeeerobeljeenbbibiyygeeionoebyjbboenjogeeiibebeyjebeeoeeinbbye

6661

8

oebbyybeeecojebeeebjebyyeooovbyjeoeehbeenjeenbeeebeseoyjobenbogyeeibeebovbyoobe
eeebiyebyibizoebenbbyyyebinojebajibyeeebbyjyeebebyejoebbibijbbyyeoebbeeebbebjoojejbeeeehb
3331beebbjeojbeeboebbeeorjejbioenbesyayyabebeebyyybeejobesyabeeorerrrorbeejeeryejeelebbye

BEEL

EMguuumummmumpummm“mmumwmmmmm@muuuummmummmmwmumummmum
uumuuugmmmuUUUmmmUuUUmumuuUuummemmmmuuummmmmMUMPPMPUuuummuuuu@uummumuuuumuuummmmmmmmuMmu
ebbqbeo1y3beyeoeibeenyeseboniioioonaooaioolibbebbbyaebborvoyjoebebbbebeebbeoryenbabebyyebye

9661

58

1elbebanbbebyienibojeebbbeeaehyeebeeniboyeeebbeeoeboqrelebeoroRORERIBORED 110D
mumumumumummmmmummuuu@dmmmmmﬂddmmmumu@ﬂﬂ@@ﬂummmWMUwumummmUumuumumummmmummmuumuummmmmmuumm
jaebobeooejeobbeebbyeebbeboieoobyejoebyaboebolbyooejbyeeyeebeborejorenejoeyjbeyebehbyenbye

SB61

oroenillloollobbereoeeelebeeorbbeeeebyyyliobeooebyooljeeebbbeeebjoebeeeeenbeny
jooeelebeooelodioebijioioieeoebojeenbbebbyibgjebeoeyjobobjeeboeybeebbeeeborbyeyjeoonybeby
jooeaeeebiojelyenbbybeoeoebbbyebebyaoggyabyyobyoebbeceoeebbeebebyeoyyoebbebyyyeebbeejoebye

E661

£8

belyaebjbebbeabjyybioeboobebenbijoboby3oiiliozzoesobieeabyyecberyenobyion

€661

‘ON
ai o3s

bayeaeoabyobiyooleeeboybaiebleobbeerbyobbbyeoebbebeeorvnojobbeenbyoobeboyjoebeobyjobyeobebye

uoinduDsaQ/SOPROIINU 3P BIIUSNDAS

440
YI0WYD

Yy 'Old

41



ES 2 625 144 T3

€01

jeeejbeeeoojejeelieeeleljbielecbeoeboeieeelllyeleeenbiyeryebyeliaeiaeybeeyeyyyeebebeeberb
eeeeelebeobeeeebieeeebbebliegeyejebeerieeeborbyoryerioreleeeeebbieerebelerreeRR11RRY13EED
enjeeERE]]]13ejo00)eejeejoebbeoreeojeyrobyejororeeejbbeerbyeebebyebyeeeberoreeberybebye

LI02

1] 2

beeoiyesoeebbebbbbybbioebberojobereobbeoiboeabberooieebooberbyoboiboeeberoyeio
soebjeboilbiyjeljooioabbeabjbboejebbbyeajeraybbobbyobybbenbybebyybiebeovbbybogeyioobebyeen
aobeeojbeeoeeeeelobbeejbegebiogbbeosyeooebooberoelbooeaiygooejobborelyeogeenibyyeoebbeebab

o0z

LOL

U@uuuummmmmmmmmmmNMM#mmummmmmmm##m#mmumumummmummumumummmmmummmmmmmuumm@uUmmww
JeEoEODFEDGOER}OObG D oeenbbe)jejebbbyeberebeeabbojobbebebabybyoyibbbebyeabeeboroobeeaebhb
jeeoebjonejbebooenlyjoerbeboljeabberejeennbebyjobeeebboeebehovbbberenbbeeebbbyyooeebonabie

vz

NaY |2p uopepisdeouy

0oL

mumu#uuuUmquuumuUMuMUuwmmmmmuuumwummmmmmmmmmumuuummmmmumuummumummmumwumuuuum
yebbejyabooayybyoojojeeebbobyjebooreoebyyebbbbyyyyebbbyjorenyyyybberojeanbe)ibiooreabeeieb
jog3eenbebybyaboaibijeseniboyyyjenjbeeeberaebyeenyjobeisgyyeebyyyeyiooebeeyebbeeebyeeyyebye

ELDZ

66

bbeeobje3zbyzejeocoebeocojobbiyobeobeobeocebolbobeceboyjoooyybbbeaeb
o3o33bbeeebebboroebyjebbbyyebboenyjebbenbjobborebheseoesbyeabbeoyboyjjeoojeoyybeooebyebbe
eojboebbeboreebebbyobbobeegenbeniboyyjeenejoebbennhybyebeabeenyjoebbeenyeebbobooeeberoroh
Byeiboooeiebybberoebboeojbbebbebbyyeyyolbbebyyeebbyoeybbeeoebjeyebbbyobyooeeneboyborbbye

[ALA

86

obbegbiyebebbyiobbenjengooeoojobebberejeoqibeboeenebbebbaeanybeenebbinyyoogybbe
boejbbeeeooeabbbebbeiesjeaeaoeeseebeebjooeenjeejeejeesssebyybbybebboyjeoebebbyesojorebbeon
jobeeeoeoeoeebyjobesobebjeejebbeboojeecejeeboobyonbeeejeoebooenyebereyeoorcbeojeeebejebae

0102

L]

boenebayyobebbhebbeebeebbenboeebbeebbyebeaebheyrbyebobeyroeiyyenbioobojenoenjens
133bo3eebbyyoyibogeebbeyebeborbbbybebbieoyyoeijoooenbebooreyeobeceedinbiyesebibe3bobbioedn
oeeqebjeeobbojoojoibeneeoeberblonyjbbbeorljebbiyybyoebbebbeoeyjooojeeyebebijejejjoenbeebje

800¢

96

ebjejeljoecbeebyeboebebbbbbhyeyobiizobebobyoebobyberooreon
eebbobehibbyyyebabeoreoeobeebeboreoeioe1bbyy1bbibyjooobeyebyeybbobebybejeeabbyjejenejoeeh
enoebyieebebbagjeebbeyjbiyeabebyebijesobiieisojeynbbibejeoyonbeeseyjbeaehobeeejebyelyjebe

4002

S6

eieeefjefbjoleoeeceebbiejieebibereieligeljeleseeebybyooeyynbeeojennyyyiibeeejejebeby
eejobbbiebyjensbeebyabyejeeenbeloeeeeeeblebieeyjeibejereninbeebeeeebibereeeeeehblooljeelel
1bebeejoeeeyerebbibiseiasecbionjieeelebyeeeebeebejbeeejeeebbybyoeejonybyyyaeeeiobbyyyezbae

900¢

eelebebeebyjebbejeeheeeebiebebbereen
aaegabbyecejbebyeneniiiieeoeebeeebeovaebboeebabjbeeaeebbie)

‘ON
aibas

obeqgbbbajabborjeeebreneleebyebeibyyebiobyberebecberejeeEEEl

uoIndudSaQ/SOPROONU AP BIDUINIAS

440

£Vvy 'Old

VIOWYD

42



ES 2 625 144 T3

ELL

eobjejnoebebeejoeebbebeyybeoeebebecberlbeoyoroenoeeanbyoeenebbefefborbbenyoborenybe1ho116
fioreoeoejbbenjerooybeeebebbjoryyyebibbeceebebeebyrebebebboeberarebyyjejeebbeebbyyyyabae

8z02

[4"

1b33ebejebye
oejejebeebyjyiebeeeegebebbyerenobeejooelyioioiobeyyebebbyelbbeyebehyyoejeenbebboeebefyenae
uuumuuummmmmmumuumuuuuHUHUuaumgummumummmmumwummumummmmuummumupumpm#UUUpumuummwmmumu;mumuu
333ebabbobyyebooeyjoobebyecebebebborebebyeebbbeebbyoeiooeneboygbiyonoehebyjboyyeeboebbab

LLL

. ebhiog3bebbebbe
mumummuummuwuumummmmmmmmuummummUmDUU#ummmmmummmupmmmmm#ﬁmmmmmmmmumUuuMWmmuumummmmeMUummu
ebobeeebojeeyyyiboaaaebolboebyebobboliheboqfeseebehehibboeebebieheehyyi0e16eeebieeoebie

9202

oLl

joeeebbjebeberbijijeeoebejiolbieljebeebyyyjbebjeebejooebebbeejojeoebebbiliaga

ejebyybeeebbenejjbeejejejoebyyeblbbyorebbberybyeebebyooeajogenibaibbyesiojayeeninlabogyeooby

16633e3ebyyaebebbybegojoyyeryensbenyiiooioleaiebbybeajogjoeegebebbhyyeyobbeefy b6y 1eeh 6636

STAVA

60l

evebejledjenijbibeebbebyjoorenjbebborebieboybynbbebebbyjeaoenebieieyzogbaabibege
3E33e300333ebeboolojeejoeaoengeebejhborbegjbeebyyjooyybyoejoesbebhybeyebebeffbyibeabebeseen
oebiaejebbencbenbelbboebebbjeeabajejogiobebebogbbeoebecfejeeeboeebefobibyyyeboasbaayyabbye

{414

BOL

jeeoenonibeebiibigiieeniolbebebboebbeboryyoeeieeiaelybebiiieebeeborebebeyyey
byiebebyebyyebebeoeooeenbylyjabbyyjebecenoeoejobibeeaifesbyybeorboogeenebyeqoibbyyenbyeh
bBojeojbojeaebyyebyooeeelbyoebbbyfooribyiyyabiebesbegyeqebeeneeeeaoeenjeyiboeeeyeboborbbye

£coe

L0l

aebibeizjoliebeebbeyjoeiieiolyoelooebebyyborbebebbioeoaeineloejoojeebibboegee
eeebbeejobbebeeeriebbeeebbebebebybbeboreneljonjeeborjooejoogeyoebyybenbebbeenibojobyyooogo
ejjoeorenjbebbeobbebebeyjeeboybyoebejoenebeenjeeevbeebeenrenyeljejooeebebebeyboybebeeyybae

(44114

a0l

bebiyeebbeebyebbizyeabebizyoibioejeeoeinyyobojoeoeeneyowsionieerebbebyyenbbe
bebbiaebioeebybbobbbebeebioroliyjobengyjebyeebenijenoobynibaeibeebbborbionbiienabiebyeoehy
veeebbeabjyjoejooeejebyoeibyyybeoebboreboobyijjeeejeeebeebeoebbeoebyeeebbionyjeeebyseeyebye

Leoe

SolL

objoejbeeniibiyoojeoebyejoeybebbeobbeobeorbbrorirojecebenyyibbeeoeebyoyeoany
313120366631 eebobeeebbbynenbebyebbjeosbbeenenoyeeeebbebebyyobbeebeoyyoiloebbobiiebebbbeiben
babeobeberbojoejebyijbobbeebesejervbebebeeoyejeebeoyjebeabbebereeoyyenibobibbeeoyobobbyebye

6102

obej |ap apisded ap o|npoyy

0L

oebbbeeobiyybigbiebogbabyoeebebyenjeseorceeelebebbljejobeblbibyybeobyyeonoebye
3b633b600beby3yobyjecejebyebeyeebbbqybbyebyoebeebyjbeobeenbeebbeorebeboebiojeebobebereyeeaby
mummmmmmmuPUumummeWummuumuuNUmmnmpuuummmummmmmuUmuummumunmuuuUumummmummmmuUmummmwmummmuu

gioz

1333ee

‘ON
ai o3s

uoIndudSaQ/SOPROINU I BIDUINIAS

4H0
YIOWYD

V¥ 'OId

43



ES 2 625 144 T3

SCl

.mmucmmmuuuommmumummmmmmuuuummmmummummmpumummummmmmmmupUUuuumuummmuummummmuamummmuumumaum@

eeebbeoebebbyeorbyoebbebyeronjbeeoyiojbeobbrreebbenbeforrelbbyierroorerrl1ioejobeeboreebbbae

L¥02

vzl

ebbyoeoejbebebbijeeojoenbbeerebbiebebbebeehjebioeejebberoenoranbejebbiooeebber
eeoojejbebyeesjbeorebborbbyyobbbeeagoobeejejoobeborerorejejejenibebbybiooyybebbeyeyybreebe
bennebebagiogibebyesoeebeeneboibyjoobeoeyjeeecbbjojejbebyeoenbyjebeobbeeyebeaibbbeboorbyy

0r0e

£Zl

ebeeebyijeeoeebyovebeeebebeeebhyyjeeseehbbheeenbeebeeeyjejobebeeebyjjeenrebioreb
eveebeboeebebeeebyjeeeeeebejeeoeeyjeeoeebejbeeebebbyeeebyobjeesjeyeboyyjobibbiesoeeyyyeeen
bieeeobieeejebibyeesbbyeerijeyeejoeiebeebybieeeenlyjbiboennibeiyyibyyeejonybyeeenybeybbye

6EQZ

el

Jobo3biebiobbiiiibiojeebijebiebijejeebeeebiojeeboboiboljbjeejojjebinyjbebeeer
ejoesjlejooeejojejejebyeebbyyoobyyibbebeeeveyyyybeeebenbbebyjeebebbyyyiojeniiobyyeniejeee
bbebebbbebeerbioeejbiejejigeiabebbyjoroeejebieeeeoebobebyjebeejejyebeieybyeveeberejobbye

8E0Z

Ael

bejeeooebobenjbijenibijajobyebbebblion
oeefbboeefeeforbhooenl1beboyjoebebenoeebenjobeeboeaejbiabyjenbojeanbebeoehyjengbobebeboene
mmmmmmmmmpmmmmUUpHmummmmpummUUMUuumuUmuHUUuuuuu@@UMW@@M@##mUUNUJpmmmJ#mummnwnmumJUmmumuum

LEQZ

0zl

eebbibbhqyjoregebbegyengbjejeebejeniojeennboyyjeibboorber
bbbeobyjeborjorbyjebebyerongbeenjobbyebebreejeebebeboejbjbbeeeeborbesebyonybojeeebbieenbo
1byeboebyyybebyyeebeaebyjeaeeeebabybeengbbebaebyyeeebbyyjeibyeigebyjebebebbeoeebebebybbyy

9E0e

6L

veplojioebbbeibhioieljeeebebebeebenbebbebeorejenbeebborbeobyyenbyooebebbyijoelbaahb
jogesijebolbeengebiliooeeliebbibbeebenbyjoviebyebebyjeeebbebybbojoeebbeebyyjbeeyyeeebyebye

SE02

gLl

. eellellebeb
fieebrenibiebeenoenbbencbeborebeorojeioeobbeehbbebelbejogyebebbyebenbygbyoogyiebiybbencbebaebo
ojeiljeebibboebiebelnfbeebbeeniiseeebaebbagogeioesiaiiiegeborjbeebjeebbe)jebebbebborebyyebae

rE0Z

LI

ebqeebbebhyiebyneehenfhabboeqbeehyqenbolyyebbenenbeebbergboioienln
1ieeejelbeenibbabinaabebyiebbonbeolaeboeynibeebebebbeenbyoebyooebiebiellionieibyazbayiebbae

EE0Z

gLl

fbereebebbeeebbebebeibaabereeniibbeoebbebabbyeaen
mmuumummuuummmuuU@mummmmmmmammmmgm;muu;mmmuummuumummummmumuuuuuumummmmmmbmmmuummmuummuuum
oojobbeoeobyeboebbhaejenyybbioeeboibiiboebebboibienqesbiebeeerenibiyieebereebeebeorbboyibae

cE0Z

Gl

ejebeeijooeebebbyabebionabijenioiioelabborjbeborenlyeebjooenrejebooenieebyibie
qe6boy39331300e33ebybbjeebebbeseeebebeabbebbigenbaenbbyiorebbbyaebboegjonorenyyolybeebaeb
jb63bejebobovbyebebbeeeebborbeenooyyeionllioooijooieernijoeeebbbeebbyeeebbbejorbyebjoeebbie

LeQC

FLL

eb3BbbyER1E0bb by eBbes 10bbarehbhefhy3110e0 33011 1866BeRRBBy J3EDD 10 Y eROD Y beRbE D
ebizebjbbeeoyeeooeeboeebebebrelibyebebybygeejebobyjooobyeebbyeyrebebybbeebebbybbyybeabiy

6202

sebeqebabybbiaioniioiiibbiooebeeoreooololloeebbebeobberoebyeenebeobojabibeabeb

‘ON
a1 b3as

uolduasaQ/sopRoa|onu ap ejduandag

- 440
YIOWYD

S-V¥ "9OId

44



ES 2 625 144 T3

sisi

PEL

bebbeojejoabobeoeebebbibyooiyoeoeeelebibyeiayoobioebbebbyjobebeoooyieenbey1ehb
nUummMMUMMummmummmmu&uuuUummmmmummmmmuumumuummmmUuuummmUMHUMMUuummmmuuuummmmmuuummmuuMﬁmm
ehejeooebebjeenjenoenbieiisebiyoooebyyoniyeenbyooyyoeebebbebyeroebbyeyabaabyaeyobeyenbbbae

£502

EEl

aleeorlooebbebboaeoreablelrorolorberorrbeRRED ]
obeoerjorboberbbiobyeebeebbejenbbrieijorelbeoeolererjoeloorebiobybberbyonyioobeoiyebbogyob
beeeobieojoiybeoroojbooebreorrenoyoibeobeebeeobereeoielioyybabeobebyboobyenbobebboebyobjeen
eeberejeoeeeonbbjojeecbenyionybyboyybeeebbebbyovnoebeoenyyyborenbebooyeyeeeeneyibybeenbbye

€502

(4]

bbeeebiobieeroryiobeooren)yjobeooibeoibborebybobberbbeobeebyobberenoneeibberoe
BByjoebeoeeffiyiyioljoenioeefbeajeeniibeeaseoreenyyioioienenneaiiooenbesebejeeneneeebbbye

mmmmmupuummummmmmPummmmmmooumUumuUumuumubmumummmmmmummmmuummumaumummmummumummummmuumuumup

602

LEL

eobberbeobrobiaeebojoieeelyebreerbbeeeobebebynbbababebeeinobeebenbbreheebbbhheore
aeobooebebovenoebeboiiojeebbbiyeyobberenbbebyyebeboeboabbeboeeoaebeboobeenaoqbaabooebebhyan
vlbiebebovbebboebbyyyobbebyyebeebybbereebyeberereerbobbbrreiaaaelebooaeeeberyybeabyaybbae

L¥02

1] %)

joe3333enoelieenebbiooiyiobbeeoioieyyeoebbeaebbebeebijoebysbeebybberboyeorenn
baoejoobewoejbabobbenbiborobbevberbeebyebberoynbboberoabeerorvorebooioenoioeebyyooyiobbees
obbeeobejjbeebbenjeonyjoebboobobenybebbobyjbebbyeybbeenbbebeebbeebieebbeibyibyboyyeebbbae

g¥02

621

. Beroeeoqyjorebeebyebiyoobeeoyobbynbbbeobeoobejoobeeyrebbbyyeyebebyob
bebeebbiyjoebyebobeoeqeebbybabiegboaabeboyysoooabesibyesobelebeeoerenioloireennbenabenbbao

3Bb3jebeooejoesoonenbesnibelebbiejeboblooesoorbiibiooliboebobeoreblbooibonyjenljoenebebelba

ehbebiiobyabbbebbeebobiojeeebbberebygoaezenbbeenabaoebeoyooiabiayobolyobioejeeeibolaebebae

St0e

BZl

aeanbbbyaiooybborvabyoebbeoeebborbieebaboiyyyaeoobyeibereobybreobeeeebibioebbeeebby
reebebbeaebeonyayoaeebbbayaoqobbieaiiobbeebbaenqebbqabaonabebyybecbeeoyooeeebebeabyyeebyeere
obiyoebyibabyibeoebbereroobiybbrereroyybberoobebbyyeoobeeoioerbbebyiboebyaebeobyaeeebybbag

¥r0e

e}

1aayoaesebhbeebbeenbbeorobbayeaboqbbieoereeabioesaobbeliobbinibayeeyabiabeabeasqn
oeebebbebbijoebayeeoilaeboejorvenbiovioogeieeleljoebbeebeabbreobiolrebbayberbebyiobyyeoeeebb
1oobeanaynorvoebebbbeebrboqyabbenayeorbeoioobeenibebbeaenyjbebojenijbyebeebboelbbyyebbyyovbae

Er0e

¢l

) ebheeaenjbiobyerbbeeeebeebyeobeebebberrbyyebybioabaneeborebbyeebyonyioabbeynbe
BaefRbeehyiaabieesesyiobeeebesonioabeenboyibooseseenbbyasebbebbbyaebiabbaaenbbaebayoeyebobs
eb33bB33ebbegeayyobigyengyozyobabyyeogeyenboyyyebyegbbyrvejenbebroojojoeebijonbyybobbebbobye

[

eabbheeaqnbeebeenqboebbyibeboreeabebbaayoeboiboebyobbabyonayebeb
joooebooebebobboeebyboebjeiebboreroenjonybbbeebborrejeebbeybbbeoeroloieoberberoiyeojeeeb)

‘ON
ai bas

uolxduasag/sopnoajanu ap elIauandag

440
YVIOWYD

9-vv "Old

45



ES 2 625 144 T3

33eeezebyjbioaecoreerlleeeellieeeeelelbybeeeyienyyebbyyjoenebyjesbjejejoejeebeebeegeiony
1bbeeebbyjeeyi13aeanboebbeeyabeebioenyibiojeleeeneyyebbeeqeniosbeseseeejejonbjegbioleiee
eE333El3RER} e} bbeejebbeeoyyyreyeebrenyelieobebeeebbyeioieybenbyyybbegjeegngjejeenoen
ummmmmmmmmmmmmuUuqmmUmmuwummmmwmuuuamﬁuummuuMM#UMWMDDHMPmmmmmmpuUUuuuMMPppmeQUMUUu#mm###
jelzbojeeeryjejebereebijoeleboebyeegyeoeebyjorbeyeelenyiberyebey1y0qeebyeeybogenbhyyeoebonge
bbyaeebjeenbyejobeebiyjeyyaebennbbeeebenoyegebboyanioeyyaeeioobyaeagyejoebbyenagyyebaeenier
eeoebbyijebbebybeeeebyonyjeebbonjongbegeeyebebyesyyenijoeebyjeyjoebebeyoeengjjenjeeeeebe
oejeeERElEdlY3ebeRageel e jeby e yeeoebeebeanybbebbebyebbyebyobyebebyeyyeelelogREe]E]O0 R
eojel3ioenjonoebbeejebbernjojejenbyabieniiyioooeeeoejebbebberereocooeejebeegeegyjeionalioln
jeoelbeeenjeoleoeoejoeeenlleeeebiebiebyeebygeebyygbyeoeeoeayebybeoyyjoesybyyiabesbbeeeb
ebbyeyyaeorejebenjijbbebieelojeeblijejeoeebobeeberbeje)jeesjbeeajoeeeineaejiebeebyeeobe
1327e03eebbyonyyieeseehy1e]1b1bbby10eeeonbe) e 1oeeeeebenefojeeoeEy303ERREORDEED 1]
aoeebbijjejbeojonbelijoeaebejeenbieebereebjoogebyyjibebebeoeiobyebjesjeanjejobyyjeeajeelys.
nyoeebjoooreeeebeeeeeelljeeenbijebijoesenjeeebbbjebebfy1616be1b6abyy3063e338b303e0 30800
e3333bejoencbebeneebyjenbbeerljiyiyebeebeenijejojebeaebyjeqjensjosejeebbeeyyyjeebobeeyjorey
efoebeehyibiobeebbeeenyjoioebbeelioeeeloibioeefjereyabyooesibeoehiebyeibeeeebyiiaioaeyieh
qebbyieon)beesyyie) ) bebebbyjejeeeehjeegebbefeasjoebefeagyohioebebeeeynobeeioioobyjesehby
elaejonoabbboejeliebeebbabenyyayieeiaesebebejeyeebbeejejojyyeyeabobyyyeeiozeibaoyeyoobyenb
Io33eieeenbyeeoeberbliejebibeegygenbbbjeconbyobbeeqeeebegyeeeenbogjeaenoeeeyyebeeregen e

Jebiyeainiiienjerbbbeejegebbyjobieenbbiyiebeeeebeebenbbyogabe

ejeejjobbjebeenybbeebyjoeebybyyyeoreejbyoeeyeeyebebenyyobber

ebbenfibooqeqqeeniqebbyiyjejoeeebbeebeibeqyieaeeeeebabyyiybae

IEL oobeebyeeobiejejeboobyyyibeoebbbbeiayasaeaiaiobiseoreeeeebge 1902
e2IuabosI| UoISIaAUD YD)

. beoeobyooobeeoeebbybeabbb
eenbejorebbbyyyobbeegonbobjeebybeeebenybeejejoesjegegjobyeeesesionbyjonnibyyybesoseronobyjby
ooeoelleenoeseebenoeloebblebybyyaionyeebbeenbyybaojyoebyoenesabiejoeejonbebbbeebboaeebheeyy
ebbynyjejyeneeebenaybebieqbayoebbeabyeyeebbeeenoqibbayaberieibebbeejeebbeoebbyeorbyeybyeeseb

arlL uuumuummuuumupcmmmmwummmMmmmmmuummummmup#mummmmmmmmummmmummmmuuuumumummmmmumMUuumUMuquum 8502
obbeebbbbyebbebyjjenjooboonjojenennobobybbecbbbbenbojoeoebbebyoeyybyeecobyyech
ebioyobiooinbanonllbibbiogiabobenyjejehbevehbbebyjbebbbeeajebybbebboyobebebohebybyebybyhben

GElL | eaobeebboeyyebeebbyjeebbeebebyebyibiibyeeebboeyebbebengbeebbeojooybebibeneyjebeebebaybbqe GGO7

‘ON : 440

a1 o3s uol12du2saQ/SOPROaJINU ap BI2UBN23S |  yroWYD

LY "Old

46



ES 2 625 144 T3

6E)

pbeoepjeeeeeebiljojeerebieeneljeeelijoojeeeeseenleellejyioebiebbeerojeeeere]jbbyeeeebbyeeb
eobeeejejbbjoebyeberejbee) e 3bebb033ebyoe3byejeeeee)jobeneebereeeejebebbyejeenen
1a13eeejeeejbeebyeelyeceoebieljeeeebeeee)jebeveeeybyebeeeenyonjoljeeeedjeeejoeeasebyebe
eel131310%eebyabebebeeyyaebeebyebabeyabiyayabbbernaeroyeeyeeayelaoieloeeebaejaebbbyeyyeneene
mmuuuumuummmmmmmmmmﬁbuuMuMMEPUMUp#PpmmmuUmUummmummmummUUpumpummuuuuummmuuuuummdmmuummmwum
bbebejjjeeeeeeniljelojeeeelbjeeeyjeoobjechbbeebeecbeoryyjeeebebyeibbeeecebbyjeibeyebeyeenbe
ebyeeqbqojeyabegielaeobioejebbeebbyyabibbbebeeniogyjoeyibeeoiereberyliorilbelinyyyebesboree
jaeeneeliabeeebiogaienibiiaeeenibebbgeesjeaeeejenngjejjoeipejejeebbeeebbeoljjejoeivonibae
qeaeolaeebioalabiloriiiieeloeeebeobyesbeebeeyyabeyeegesgyayioabyeegeeecoebyebeebyebyyaaben
1eD331133eeerehibbibrEl111EbREORIEBIER 11 R RREIDEERRREDEGDEIeb e 11 beooeeE B E

£902

8EL

aebie3aiibeooeeelibieieeoiobjebebbibeqebybeeeebeeoebyjeelsaeeelljeeeloeelllllieeelbeibeebe
ebeeeeojjeaeeeoebiiiieiiibebbebeeeebebigjeebijesjjeioeenieeeiibeeljeceebeeiebeeeiibabieay

"eobiyoee3333biaobyybaegebebegeejegeeelieibyeybbyeybogjbbebeybobeeeyibijjejeeeeeejobeyege

beebyjojereiijoboeabbejojeeoelbiobebbyebbabybbbyoeeeeebyeeereryjybereebyiiiiojieeebioreyye
ebej3el3ieeiebenoelleebeeeiebiehyyijeehbeebiejbbesjeqyebessyibbbyrereer11031111808333313108
jeeeeElollEEolEoEbblyIERIERlIddEdeEbED e ebeeeeebbyjesyeeeeeneybbeijejoenejeeejeeenie
pejeoibesbbyeeerenbirlellEooRER O IEOJEORRRE(OR}IDbE R b ERREEDERE B RERRRE bREDB D E
ebbbjoebbyyeiaayejoeibineeeerbilieebieejeeiebyeeyobbere 1031 31EREER]OBE]1REDID}DIRIET LD
o333e30e313e33263 33339 eebbyyeoreeebbaeyyaa1leeebeeley330B R
eobjejjeeogejebeebyeeyyeyeeenbyyeeebbebyyyieoyyeeibieibee
10RRELJORE ] RPERE RO IEOE} 1 IEEIOO OB} PEEEEE ]I 1P IBEEEII03ELE
oeoaeeenllebiejenjeehiiiaiaiorellesloleeeenleeleebeeybyyyaage
ajebebeel13311633eobejbeebbeneebebbyeriyoiibeerrleelRPERD 3330300
33eaeleillelbiygeebooieniojeseeeeesyiebyeeeeeeebyeboyyeyyaen

eebieeeichiieereoeelelejbebbeeyoeebbyebeebyyeeebyjejeejeeyeh -

33eEll3eeenl1ibijejeeiebesjeeesigaeeeeeeebiiejoeeeejeeeljely
ojeebeoojeijeebibbbyjeyeeyegebyyyybbyeeeebyyyjeeinbeeeeeejon
joejEERlOEERR]}1]300E3 3611000300 eRRED Y REYEEBRDJEDR PRI JRERDbE
eepjeeesbiebibiyjoebieeeneeeeijeljeleieeseljeeeebesygyijebbae

2902

eealbbbbebeejiieebyiyjoeobbyyygebieeenibebyyjeiyygje
ebeebjejjoeeebegyybeggeesbyejesygebyebyebeoeyebecbyebeljeyjjeeyeeijeijjeebyebeyyyyeeieeyn
jeboebeeelebesjeenieejoonbeey3yibbarejegeajeeebieeyeorleenielelleolilyiebijbyeeejjjonejeee
eheeeeeoeeloieebiygbesiyiiieyiaeeeeejejebeoeerejyebejeeebbelyy3o3o3bbyebeygeyyjbeeeereby

:ON
ai b3s

uoIPdU2SaQ/SOPROAIONU 3P BI2USNIAS

440
Y10NVYD

g8-v¥ 'Oid

47



ES 2 625 144 T3

eenbebejjevebybeejeebegbjesengeyjbyjeaeeebenbyjogjejebeoejeenebenybeoyjebebyebjeanjeeebe
mmmMMuUUHUMUUmm“u#mmumu#mM#Umuug#mmmmmmuumu#mmmuuﬂﬂHmMMUGMMummuum%mmmumumuUuMMUuUumUmUumU
jojeebeeeeeejlleniiibbyiiolibbeeeibfyjeoeibebeefeyyybhieieiiyaerebyeseebiefijeeeigejoeefen
Beereoyjeebeebljechbejebbyjebbeeeeebjebbbyijeqenjeejoeejbejjeeeeenbebyeeonibysjeijejeeennien
33033 3eeebeljlojjeeeleeebesijeebiogjeebebejbiee]eleeerde}0BRRDJOEREE} O3 30REEIEJOEREREJED
ejjeenjbeecejbbeeeeeeyjejoeeayjobyeejeebyyybbejeeeeyyjbeebojeenoooeyolyeyeyybeebojeebejeege
Beefhjeengyjeeeeqbibbyjenijeiobayojebyebibejeojeeebbeeeejeeyybeeyoqoebyassyeebbeeejeeeeejebe
a1aeeelibieeebbesbyaeebeeygoaeeebeebbiegoayabensoqgiebbyaabaaeaebeeeqenoebbyayyaeoogesanbagen
eeellelnbiolilelierbeeyjeeeeebbbeijebieayenobbooyyeeioyyaeeibebeyjoeiibbaeebybbieryieeolge
e311bieberejeeibiebyegbyyeebeebyebeoryibereeibyegereyojeeocoyooyyyebebeeyeyjeeebbebyeyeeor
oeenjleeejeelaeelbioejjyejoeyebyeyberabeloyonjybeyeyeeayebobroryyeollelzengebyyayeeibeyebyog
jbeoebyggoejeebojeibbyyyeoejooeebyjeyyyeorelbbbyjeojoyeeeceboeybyjeebeebyyegyreocebeeberbey
aeebyabanegoenielibengeeejeeeeeenijelloeleeeeeebbyyiovebeeabejeebebyabyjoeeboeebyaoreqeb
abeoeeregjeyiojonjeebebjejeeelyyiejeeoeeeneibboyyybbboeebeseyeebreoyieorerloriorealreorilb
eo33o3elleliibboeeejjjoieyjebbyoeeebyjeeeeyebbjejeenebieeesbyjejeeoreyrornjereeojbeerleion
13120333031e030byegeebyeyeeheeberreeejeanjenerejeljelenjyjejeeleerenljebyeyenogeyyeyebeyey
ooiebjyijazezebeoyeereljeeeeeeljeebbyyyeebeebbyoeygbeoyyeeebyogybeaybiysebynyelzieeoebiiziog
ummmmmmmmuumummummUmuupm#mmUuMMMmpumuUuugmuummmmmmmmummmmuummmmummuUUWuammmgUHMWMJumauuum
elllelbebbeeebjbyibeebeeejebiebereejejeen R 10RR 1 1ERER ] JEEDORD OO0 30REDRE]Y16RII1EIIDE L]
eejilleoeeenibiileeogeeljoeeeeehyoeyibyabyeegoggesayeibayeeeoeeceebbyyerayejbeebeebybeeer
Bebieiiiebyaybbieebyecqobeebeeberoleljjejooebeljjbijeebeeeebbyebyebeny3bygieieljonieeljoe
ejeeeooijbejjbboeebelaeleleeelboolelyyyebbebyeeebbobyeroreejogyybeebeyyeengeyyobojejeeeloe
oo303e33eno3o033e3byeejeeeeoeejebjoeeebyyelbolbbeyibeeyjobyyjeebereeejejeeer3ebioabilae
1o13eebebeefjieeebenjejeeebhbeejeeallnjeioeejelljeeeberjeiejybebeeeeyyyebiebqeeeyyyelsaben
33beeooijojeecebeebeooinliebiebiiiioebeeieiieiieeiiieienebbyesesiobioeeebeybeboeejbenige
agaa1beebyjeeerrebelj1ioiabbaebigejeebbeeerioblelilielenebbeoeeelivoieeebeboeebbjeeeve)nlly
eebeeryayeeberbeqhoioieioilibeoeeelbieberoyibiobeeeelbebbieeyyyyiesssoeeeebbjejeeebeebeee
eby3aeebbygzeeabieioniieeejbenobjoeoeeeebee)nyeeeeebeeeyjebyyyyjenoonbyeyyeejeeoebeeejege
33eeel33abeeggeeeebbyebyeebbyinbioniogeeneebiogijeeieeiyiojeebyebyebyeyyjojejeyybeeeehbb
aeeeebeeeyjeelleeebebeyeeebeveen)ibbioebbynizibizerebyyyzbejebbebyebyeevoeeibyjejyebeore
ejojeeenlbyeenibybelyyjhboloieeelyjeioijeeliiijeeebyoobebyyijeebyyjabyybijejeeyjjjoegijeeby
uuuumummmmmummmmmumummmumummmmumuummmmUuuu#mmmuMm@uvﬂpuwummmuugum4##;@muummummu#mUpmmmumm
ebeeobygeyornyyeeeeeeeoyyeeenejeeljoaijenijeeibeyjogyebeoyebiyyyybeoyybeeeljbejjbeebyesio
j3eojeeedolee333331b33e03eyeeeboreeebeeeeebbjoeeeeyoeyyeajaeeinaljeeebbbyyeyyjeeeljobbyeree

‘ON
aioas

uoI12duDsa(Q/SOPRO3[ONU 3P BIOUINIAS

440
YI10WYD

6-Y¥ "OId

48



ES 2 625 144 T3

orl

o3333eeooleelioloelebeerieidzabebblyerloeeelobijeiebbeblelveRE
oebeebyyijebeebeereyyjeebbiseerebyiiniijogbbeaebeebygeeebaeh
Bfeegeereebigieeiojeilaebaebbebyiaeraebbebbaeenyyenbinoejeebe
Ebejeoeeejeeebbreojeeenbiiiiielizerjeebieeeyibbejeebbybyeeoe
jeeebbojeejjjeeebejeobeeriiiooeoerlijellelbiebinbjoeeoebebeeh
bebbaeggobabeyysebeebeabiyiiibiiionlliielyjebeieerlje)eel}eRED
Joiejlaeeeejeeabeebjyebbejeejjeiebesbenlioliejeebblyjeebbeelge
33ebyeeyaebejoroebibeyeabizeenieyilieebieeeebelieebeberebyge
ojbeeerorerbirelloBllRERRERY}DDRIROEDERG EDD IR jORPD 131 RER DR
o33eabej3eigaaaeeeeeellloieeebbiyyjebeeebyjeenbbelyiberolaeoy
J3eaejaeeebebeeobeoeenonieelllllaebellieebyebie)jeeenyyybene
Jobbbyeebyoreeberereriobibejobieyieeeneynbernbebejbesoenieed
Beoebbyoorbeebeerejoesiooeberejejjoeeoeebbeveejoeebegeyyebab
1eliebeeeebbyebereeeheyleabijibebegbioajennbbeebyebybbyjegee
bebeebjeorrei3biebinjiboreejeylbbyioelliebeebylojlegieeebais

33313eejeojeljeebbbeereebybeecreyjeenieboeejeeeyjeeejebejebby.

jiejeebyoesbbebeeberoeebyoyybebiojoeyyybebeebiyjyeieeecebege
je3jobyebbjeebeeeeiebyeesyyijejoejeebebejeebeoebeeejbeeebbye

7902

eeleeeebhaehiyyyabeeyehebbebyyeeeeenbyoeeibilooieeenocbenyelbian
eeobbybeenyyebejeenbiojbbbeengibyge3byjejebbeeerorbyyeroiogeiybebeeeeebiejeyeeeeeeejebeeh
jeeoebeeeenibijaeberejobejeeneenyyibyebboeenojeooiijejeiebeebebyebeobyeebebeyyeeejobejeee
baebjyeeeebieloiebbeeeyjbyojeeneoeenby3663666303663ebbyyyeeebbeobbeebeerijojeeeebeybye
oojojoebieeooiiiziebijojeeienjobeebiebely13bysibyjensyyoojeejebeebybejbbieerorel1RREOR]ER
bB3ey33ebbbyyiooleonijeebioeejeljeeoebeoejejebberjoyyjoenbyoeeyjeeoniejjeoeiiybeeeybboeber
eqeeqebeyinibioibbioeboyiiebioesosyenboyjbooyeeeeeyebbyyeybebyeeeyjeeeyeebyjoqbeceeeaenby
mmummMUummmummmmmmuuwummmmmﬁDMMMMuUUumummmuupmmpuuuMMummummumummmummmuuumuummmu“#ummummmu
gmgmuuuumummuuummummuuumummmuummmpmp#um#upummupmuumuUummmppummuummmumuumuumummummummmmmmm
biaeizjayeieoebbeejebijebjeoiejoeoeeeboreelljesojeeejeeonoyjleeeebeeeeabyzbyagyeaeennbeejee
eejebebbeyjiojoebeeeijiieeiooneebesyjeenioljonbeenyjebbyebyorvaeyyebyyeygeegeobejooyjenbbeed
13e303633bebereeyybyeeborenyieniiieyeneeeelbbeenebbynjeeeebbernyjreyybieyeobbejeeenbe3iio
1aoo3eoebbyjjeebbbyjeyyaibeeejenierjeyibbbeebeojorebbyjeryjenbebenabyeegoijjeeeeo3ioojoge

ebebbyjejeebebyjeeojeebyeegebabenbeenyjoeenbyebjoreyjeebeebyebioobebeebiojijeeebeajeebeeb

eefiie33113beebbebyyyeebibeeyayeejebyyyaiebyebiebejeenibyejebbebyerenyyebobyejegebyeejeehe

-ON
ai o3s

uoInduUISaQ/SOPROAINU 3P BIDUSNIAG

440
VIOWYD

0L-v¥ "Old

49



ES 2 625 144 T3

e333bb3e3je3ljeebieioabbiyoejooeesjeeeeeeboebesbeebereyjebebebe
eeobjojejeebejeereebbeyyybeeebyeeyjieyjeebonybyjoebbeoejereen
jeeeooebeijesjbejbeeeeeebeeereeiebebeereyjogjeebeebyijoeeen ]
aebjeqqeioeeeebejoeeebeeqojojoeeeeebyieeebiineebeieeeeyiobbn
eoeeesilieobieeebeeibibeyeyiiibebeeeleeelibebrlerieeol3ebblb
jeejojejbejebebyebeyy3yyyeeenyjeeljeljeonlbeocoljojeeeeejobyee
mmm##mmuuuummmmmumuuHHMﬁmmmmmmummmmmummmumuuuwmmmmmmmmumuuMu
EB33oebiebieeeeqoigeeiieeleebbeidiaiggereeebyyeiijeeeeeiebyeb
13310bbeebevebyjeibesiaeesiaiobiaeeenioboreieaeyyeebeefeebeoe
aej3oboobysaajebbeeeeebojoyeebbeeyoojobejeioaeliiyebeoeberle
MuuuummWMuuuummmmmuuuuuummmmmmmmm@muuuumummmmmuummuummmmmu@p
eeelgeleseebeeeeebobbbbyeeregbiveseyebeenesyegebooybbbyebbyy
evlieebereiliyoeieborbyyoeeeejeeeeenyjecolyeeeebejeeeeeyjeyje
aebbebibebleqbberegejeeegebieijooioee)yabbesaabesaysebabayaesy
jebiyeelyebeeebyeegeeehbyebyneeeebeeeyjeyyzebyyyyoeyyyyebyeb
e2333333e3ee3jeejeenljeejeeeebayjybbyebeeeberororyjyolyyeaeeb
eojieljeejeeejeennijeeebjebbjesebyeberrrereleyioejebeeyoebee
ummmmmmmm#mmum#mmmmMMMMmUuuuummuuuumuuﬁuuummmmummmmuumummmmm
333313b3ebaebyoljoeeberybyyelErRR 1B} EDD}EORIEEQREL D} IREJOEED
ebeajeerejajoe}30e3033R33383 111003 3eR00b3BD B3RO 33E
bbbeebieeereeabiiieljelibeeeeeebbabiyyeoceioiieielnieeelebbe
oeelillloljoeeebielieejebyjjejeoejeeeenbeorererebyebbieeebeere
33e3ebbybjejbonjonjeeebbejbyaeyjeyebyyyebbobbybeeebiyyaabeeb
eol333enaeebaeqbbgoeesienbeeeseeebbonbhyjeeolbebiebyebbibesy
ro3aebbbbibjeeeljeleneeejebelyabejooyyoveniyibbbeebereyioebb
33b3oejoeenbeijeereionljeijonieijeeeioeijeeebiiboojbebbebore
b333eb3abbbbyeasaeieejeeibeeleljeeebbeeeboreerebeyy3belebiiy
333ebeyebeiliaoaenijebebbynbiejeeejbeenbieoeljeobeebyeoyjeeeb
333e33e3e3ebegbeogeeejeeeyjbienbebbbybeibbibyoobiooyebelolb
BPEEDIEOEE]OREIEERED}JEDbEe33363ebbyyeayyeeyoyenieebieyeeboe)
e3jelaleebyeoiyabeoeobeonbereibbioljjeibeeljjelessijeljeeseler
ehegb3y33e3eyiebeoeygejeyeebeasosioeoeljejbibebbjebeeeereeberen
bebeeojeejebjeeeeeeyjbeberbyjejebobejjejbeoreeebyyyyjejesebb

‘ON
ai v3s

Bljo3ejeeelbaebysoeebeosyyebizioebiejeorlollleeleeljelileelle

uolrduasa(/sopRoajonu ap BlIIUaNIasg

440
VIOWVD

LYY "OId

50



ES 2 625 144 T3

jeel11eorEoElEbljb0orbyPyrOEDERDEEREDbRIIREDI 1 RPRDORPDEDEDBDjDORRRIDEIRRIRDB 3 OBRRID
eepeaojeoebeenenbiebjobybejobeoeyjojoniobyjbeeeeeboebenbijbjeborebejbyebenbyobieboreejejege

ZrL | oro3byebiyobyebeabeabenbiybeabloinibioiaaelobeibeajeyaeabeyjyjoolonogelanieljeeeeeeeleeble 6907
eaiwoualb uoloelbajul ap snoo| ‘obey [ap uoelbajul ap onig
bejbiinjjeenijobiejeeeeejbbbeeeebioel)jobbeoelijoeeejoniibienoeibebionjeeeienibieins
BEbjoeebjeoceeboboyjojebbereyjeeebeenbenjbyeeoeeecooenyjecbbeoeeeebbejojajeeenojeenoebeele]

L¥#L | 3aoebbybebbeebijayroqbeeiyobybbyerebeberoeronboboreebrojeoejrebiyeejoojeeiyeoreeebyeboebbae 5902 |
eejaebayeeliaobejereebeiryjeerbejeeebeebieolere

‘ON 440

aionas uoladi2saQ/sopnRoa|onU ap BI2USN23S | yIOWYD

[A % A A E

51



ES 2 625 144 T3

ppTusabydriythAerTIuzsepimbrizeybrrabyTodybaey TiyoTiyanuydadpapadatypelay
mmclﬂmamuﬂMBMbDuDﬂbzcuxnzw>wimmﬁﬂmﬁMmbvmmmHHmmHmucumHuxmumxAmS:mEmemmmhhﬁummﬂmwbmum:mﬁp

Zl | eaajhsearatbhypuyatayprrbhyutugexedybmesyiydAyabaysbipyaprTaayrableymesatedpapadauuauljjaTaun GREL
eyoatadasjurtidoppeTiyTobAtpeITyubesfyblepathrysymabblypshbyyo

LL | eyBTysTIbyuTypyagThpdraiajyysiarbiypyTuptera tafeaadysapiysa Ay TAeaypmatIaTTbyuzamypayayju EB6L

ol TabeajdaeTeIITTTWETS TETOTAR] TaApyIaemlIyyTIedagpe Tusu Z661

6 AjTeauladptayapaiiibauateyybpreaeyosooasiyybbrIaTosrddATsAbpbabyiTUuanuseawpTu LEG L

8 ajpibdyorsodyupadyssTTijusuTTMyuaIopalyiatTizyubadow 0661

z epbyasazseTasdyrybTTupasudsaapaaTeTezathealAbabproaT TyawTAIEIY T TITTW 6861
ArzbbarzbaatTaybyTTyeTbpTepadTUuIAAssITITHPAYappTaapIadsayesblapIasbIybTiwazes
upuTTATsopaaTAuyTeuTay TaipAxTauyTysyspusTITaulsysyiTuiTtedyraraTrTdiysubjauudiysetbutshb)

9 | ytidiasyyhtazbysaaTTuappijuripbpbrabuyimasrautdruoyTostidebysaugs T [uwyab Tsus Topybpoyayu 2861
. _ NQY @p uoedjjday
eTTsasdebiamAyioasmdysaTsAazbisshasdrT1sasabyusany
totbhTheseayTaTTUATUIHUTEPISY ISpIPPTBT T T T [TeaT pI TWIUSY BuTsbYABA T uATYBAAquajuz ThouTda

G | jaTudyesuTuyIIhy 1133 ByeubboTbTuydeTupdrsunsfwewyeThapaidiyArpdafipuagsaruryadsssputTuT Tpbayw GO6L
uyrarTiaTeuasbadiaTaoaspAiTyieabprurTuyeypl razoeydyerjaybridyesdiybstsuyybasgya
ibedtaatejegydyariatyridsbbruuylsubrituleys (AaakeypyebrabmpyapatyribopdoTybAspuayyoydafyyd

b | 71 TpThashTapTyywear TauasAuwT A TIPYY I TINPATuIA3e I TTTapaul [ppATYAT Ty auIjuuuy ey S8 Ty Ay Wb ¥e61
s TyeTTAubp

g | bBAyadroTdyThAepebabatTreboudr TTwaspbyaTran TpaamTaruAipouMuadaBAy TOUSSURHEIY T TAPPY SO TY T Ul €861
T PUYITYTRIbpyauymaziyazauTsITTTRssadiudayodrayaaybdrTemgbrubpdesprspaasaiobyda
ajequIpY T1TsIWpIAITEaRRFUTARY ABTURIRTAAY TPPY AT TAMPEA PP T dsydTT IO TISTTIIWATARSPTEAR3DEID

Z | 41fatasbututzsbudussrrTuuatIipubbsaTayaiyAzdebazaasujeeutdsbresagrudabyTAubgadpaTTbbazpju 1861
_ oougbosijoan oiquea ugaelbajul
TuspyTTopeTYIuleuatathpbpsajutiouTTaausebaTTTbAppApbAjulTurbyTadbeseadstAy1byebsh
yyusdodsusybrastTyTdyuaTIyoyadsybyTTTipbeuespresbrydusubuspsbpalTissTyssyTusyeusbaapaith

L | usyutusprajaIuTusUpTITR3dUUTUSUPAUDAUR TUE TPSUUD TUUTUPWUT3aUP3eAASDISTTIIT I I T IS TTT IS UNWUIA 086l
edlwouab uoloeibaju) ap snoo| “ajueanbuey eojwousb uoibay

‘ON .n 440

a1 oas uo12dI2S3(/SOPIDEOUIWE 3P BIOUSNI3S | yomvo

L-av 'old

52



ES 2 625 144 T3

8 pawvmmxmguﬁuxxHﬂﬂcmﬁmmwﬂum;zczgmmmmzawuﬂhmﬁxxmHHwUHPHEmunanuHhmpwhmmmxﬂamaxmcwnuwuwzamaﬁ_ ¥LOZ
NQAV [2p uoloepisdesus
bpyremersyAiTdbuassmiayasaiburTITTTbsUdAT
BAARTSSOTOSpOTaPATYISBTITUY TAYSUMYY TTAuTIRUATEBATARTIBETATId 3D yuAe AebbbaMAsdAduAasTaaeaT

1z | TTTuesTBITTATIRE I I0B AR TAPRWTADTdITTUBOP I3 TAMIBTUIAY TETTUSTTUSAAT (AT TAY Y pUTSJuTAdITIBUTW gLO0Z
pulyamyyAissbyyumytAsTarTpbrzajeryspibybbraeATTabMssspasprdaipT

az bxHHuHmHm:ﬂpUm:ucmﬂubmﬂﬂuwﬁtxpvmﬁHIDMﬂmbwﬁhUWUmeuuxﬁmudxszpﬂﬁb yplASsTTEITaTAYPADBT TUpADW ZL0Z
pbbhspaiyyiyaapaypoedobrusy
adephipaTpapessepdaiaseraTuuaturelTeTpsIbiTeTpIbapyTpaTTdeTydIpMabaTuuTeTUTEYBYPPPaASTPSS

7 | dyembapbIITTYT=2Y 1JoupausypTaafsbybbrTyuuyTurtTdpasbrjsusurryjystbsurrdulsedyTpaTyTisTatW oLoZ
: . Saa T T ITAYWURTSSEYIUT

A hﬁuﬂuvawwxxunmxzhuﬂEMﬂhﬂumﬂuﬂmbﬂmﬂbﬁmﬁmﬁxmswhm;uuﬂmuwﬁﬂbbmuuHEMmm>puxAMmuﬁzbuHthﬂﬂth:xE 8002

€7 TTeappbbiaTaopoyyibsatpsuyyauiinaasTeTubsateTTAubyTab b TwsHTd T T TRA TS 3ATEYPATE J00E
TI3xT
TussIyjueTTIsbuyuyTyiTsdiyazedssTyrrayupy wasuyIpuyyy J JuuduydsIFATYyubTTAyTUTyAUufubua T

CZZ | uytepsaabluayfrrAyadrssdiayATwTbprasakysiysputsussayayyadrrazryubodroyypussayjuboudogyeiu anng

IyThrayuwaybTewlaysyuuy N

12 | sybuesybBAshThANYLapaTTayby Ty TIIEbATEeybarTrUuzIDspEsniwbIuysy 17dybolyoyadiyysupTyubreaysTu S00Z

0z sTyIadmpanAiythbpyuaeesbrIioTuaeTabutpdrTysyyoiboaurey TIpy 002

6l sajuTIwaITTeypaysIidisodyyyoazbpaquiyashseamazfuw €002

a1 TepyBBTAAYeubTpuUl T TpoTIpoTIoEaa3sIsssssAsbeyaTIipaysygasanbaresuaysffosamapstu 2002

- ay .

/L | neathbakypyyapbdupasaTTpaTTbpuby TTIUTPATESAY TTATEa WA dTsAsATsuysaTalaabaTay ST T [PUNA I AUW LO0Z
yreagsyyTelaiurrtyy TyaaThaangspAbTybITmya)pya

gl | adyaybraaympiuImATTayby TRUIYTIApwWasuyAapTT8eysbasaprTayeyiueyjasopIpeduuabpsybyuptsbriw 0002
waspyydaaeJajTunoupbhoayy TppIpayayeTurtbuab Ty bAyyyuIuT

Gl | seweysusyusaTyThysyzayoTypaTeutauaybTpyTTaseppaThryuy thusyyesaisodypyeTbMTudpal TUAITHURU 6661
1hadsugubdaplaspaspuTtarTuoaTIAadbAussIsyTTDITIASDDWSATRISOBPITTTAN TS EIPPSSA
TTThsatIasapbiTizsabboadoTedaTssuTibdrarTsunbroafaetp TdydeyeaunsyearsTTHbTAYspPRUATPTOUSAU

vl | 33 tpridpyurdpTuyTeybseeTaspdyatTTpepdpIuaTuaipas1izasdiyaTasusapyAalsIJasgye 1Sy I UTUDY 8661

£l TubTIupaatabrTyyodsadusTydunrsyaiizpdosogTubsppasatdy tpssssdaampyjpbaabroaT a661L

‘ON 440

a1 b3s c_.o_un_hummnmmou_umo:_;_m 3p BI2UBNJ3S | yomYD

Z-gv "Old

53



ES 2 625 144 T3

L bufBapbTIarmytxThubydsusympTay tdauarTuasupadosuuabaans Thu 6¢0Z
MMSOABTATATIPPY TABPTY2AIADTRAAA

ov :mﬁhvHmmwmwmmuumaammmxﬁcﬂmﬂbmnoHﬂpHmuﬂmuHmbmﬂmwuzﬁmmﬁwmﬂbbu:=:banmxhzhﬂ>wmubﬂmmﬂawmHawﬂuE 820z
opTW
BE hﬂxﬂvxﬂmemHmHmmHmEmﬂmaﬂmmﬂmambumxusuuuUcumq:4mz:uaJ&bemﬂhmﬁmuﬁuHmEhwm:m:bxzhuﬁmAumbumﬂE

gt IesspMppissnpppspbprampbaatatubpppsatTapappbiasjrabuaparjayuiuw 9707
AswTaop
ﬁHﬂcumAvmﬁvmmuwbﬂmxxAHxxzﬁﬁzmﬂﬂmEWmﬂzcmxaﬁu#mhuciﬂﬂmbavvxmmixa&bmawHm:uuuﬁmmeWHmbumpawmu

1t pHumquNMuuﬁabhﬁmwwEH&HMH£HZMAﬁbehmAhUﬂb4mubﬁmnmdsmhmﬂabﬂmPHAﬂGWMmwHMHﬂAhvbmuﬂvaMxﬂzzbE GZ0Z
BETTTARSYEIA

g¢ | ourpatTisassTusbppaeabTipATasshTTIpaTUulyTI6pAaTsoAyaaTabarrusTTacsbpbuldsaaupeTaussTpaau | TANA
TaAMBTAD

e | TebTuysyTTTsIabpafirTrelaauaTaTapTalIeTeTpl3 0y asnqdupiaTepbtatpTiTuasbaAtaparryuburautepu £Z0Z
. ) : 7
ayyurauby TTIoTAUATYY TN TTFo0yslopbaythaTapalTpaiaaTsAnTauTasasIIypTIaweay TaaIydyijajIaTiye

e | TeaTperIIbTALILeapanylifsabiyayeay taoaansulsaljdipaebbrersAjuabeaxTiop Ty TesbbAijzasazu Z20Z

£E 1hkathapryajasjudzriuiyduastosbrTabbaagjthTursdoaky bpdTsumpuab Al TTabbudTutaajspubdreTTy V202
1aphdAbThusysubayaTybyTaiypebdjazazapbejmmbylfesbTabAapIebpubesutajietibeamsy
TBufaaitIpyespibibppisbiTuantIupaTpuiyesebyayuuTudaTidpdy I TRaTIITUADRYUS TUSTYIUFITIae8IbY

FAS Ehmﬁthxwﬁﬂﬁhhmwnmﬁwﬂﬂvnbxcﬁanmﬁwwmzﬂmvﬁbx:ﬁxuwHHuuMﬁmﬂmnmUWmmHHHHuumuuxﬁcmﬂmuxmﬂubxamEﬁ 6102
obe} |ap apisdea ap o|npoly
:hxmhmﬂﬁmmﬁmmﬂmwbﬂxma@mmxmxuuhwﬁuzﬁﬁwcmummxmamchm:mmmumm:bUUH:mmxﬂmzxmhH>m3bu
xHm>uvxbuxmﬁmuuuauhmmaﬂmH:>mmmexﬁxHaHMHmmhmumuuﬁhcemhHﬂmnﬁcmmﬂamﬂwcuﬂxnxcdmxmxwmubmbaﬁhm

L | ThespieaapacuaydjutarraatbrdpAtdatTippAembpyyTbysbiapsasytedAratapepatpisbpaijaazepeyeuysu gL0Z
way 1128 33 TousbTysaTHD T3P T IPIUUPATTUTISTIATON TTO9Y I3 TBUYITHSSTOM] TPMUTPEPAATIITS
INYYSaTTasuTaay SITYUURTY T TXNas3IpTBAaaTaTaakey Tabyusuay TTaysaTuy13BUY Y aEaTaUUTaa TS TaTU

0€ | uasstryAoTspAyIAyoupATTsTIaTITyThyeuaatAtTyTapjul Ty buamy TTPUuy I TdTTThabAAyy TI8 TTUNATNISH 1102
KsyTresibpbepbsebipmAaThdrpydTpydpTTo3TyuaspbimaryyTebpiaadbbbATsuzTAsbusaya
ewimaApiboom1aebry 1B TPPespoTedTugpamjudprebburrrayepuedridetey TTby TPy TUTIbRTATY TddTBUSTT

B8Z | baTsyT1bBmmpy Ty ebIaysarerauy TdppaTTTEe6AbuTsbbebesTubbrAdauTy JyuyeyspsaTidyAds TAbAyuaTpyuw aLonz
FyeaTwyIudAaTasau]
wﬁmuﬂvbmbunmaﬂHxﬂﬁmmﬂﬂmmﬂmumxawpmxdeHﬁquHuumzmxmcxﬁMMLMxm#mxu#EﬁumaﬁdEﬁx:mmmHuxhﬁ:mﬁmmm

al GMM uolrduosa/sopIdeoUIWE 3P BIDUSNIaS 50&“%

£-8¥ 'old

54



ES 2 625 144 T3

yoasdajbaabdaeybrratiazarysagsTsTpabbeeeysbdbrsbrbrypauTuuybpysyssatbddeuapt
aasapAjuTespipTTiayiATeTUusTapsaajiaIpelIyulepsasuy JUPTTSBAT 2 I TRPI IAMT ITISSTYUUabbMuIayaudu

1G mmmnhmzhcvqumxah:mahxﬁﬂbmmmﬂcmumxhbmmnmxxxEHmmmmxunmumﬂﬂmmxmxmpmwﬂmﬁ&mwmm&mhhmmmem?buﬂmE avoe
pArIunyTmpasdagugtisiediaasybaajasbadiTiarsTysIsudusppayayuiuyurssbazseTesbTae

85 | esTppsfAaanagyagdasueTyjusTudbsbsmigjdybatmieddpadapsuasdrTiasapaTTbbaoTazaTdeyajbdaTsejuayw SH0E
spusuuerITuyabaizsjmowsianI ibdybbrymdana Ty by 1ybyudizeTIbuyd

G5 | aTyybTdbAThybpuagTedyessyajaaTabibyTamsbbrrbypadstyyTuabiaveytasniayeayyyadardy Taaapthypw P07

MSpppblTATIpTEpbyAsyTayaFdlTpas [pUS] TUSSAJbAUMDY |

¥5 | abradypyaebereawuejtaroausseddrsstpuspiunfstTTbacbrimyaTTaeTssapbyatazabdyabizetapaibmau £voe
dAsesaTdraybdbareddbaysdsppipbpAasyTIyATayysaapTastaeanddra

€5 | disparaediyyuszraTasTausadTbrapy TaufTyadeyaasteTpampaTeurteaaTbryorTTaTIys TWBUYadsuToaaaw Zroz
weosaIubTwbIbp
apprisoyatdrbyAsTeusbrhespbrhybaurTTurAepassrdad sy TurruyayaddTey TaeprueadbpaTpyubusdeTsas
sTYueoyy TMbpuiutTdppsaieasspe]TesndiaTpabriabuuby abaibebjuupaysppatacwey [yyapTauebipapeedra

26 | dpisbusapAbul TarzbuThaTuTyyyIsyUTYIpepITTIUpTieaITIADTbaauTayblaupiTusyJaeyabauaTbuTyesubu L¥07
absyyeseeypyaTsyy [s3iF[eebTisF psTeYaTauUy FI0IPPIUATPY JadpaTRY TPTaTPapad
uypepypayulthyTtsbaIbyissaTyppruasaapbusTpeyusoyyebisodyaaTstasbadpy tpyutazadibrbypesyysan

LG | 1tsAbiAsburTeysueaapilTtilaetmibydisualbpibystdeustAsaadabTasiiaIayuypaTsiuetiayetbathbbaju ovoze
- whbbbAJuTTTTTOoOTATTTdT T TESMAYSYBYsBbADTsIARapTIMauIaIaIa
uxmuxﬂmcnm:mxuﬁuwcuxﬂnxwmwxmumuxﬁmxﬂp:um:muuﬂnu:uxﬂumHmewﬂxﬁu:umﬂﬁmxumumxmﬂxmumxmuxmumﬂu

05 wxHmummwmuthmmwmxmmxﬂmhmmeuHmHmumﬂxmﬂuﬁwmbxuEumﬂﬁﬁwmmﬂcmxuxuxﬁuwzxﬂcwﬁuurwbnnmhu:muxbbﬁ 6E02
IAEBTIATMEdPUY TAABRTASSDUTY IARSIIAYSPSPUYEIP T TAIYPUTHIAES TIAPSPUUUNETY TTT18PUT
Y TESTIAYSPSEUNSTUSTASSPUTUIARS [IAUSPULLY ETPETASSPUTYIARS IIAPAPSBUYATPTTAAUPS THIARSTIAUSE

6F | ssyyeapeTasappTuyasaIlauspessyy1ITusTpumdTbayTanbarabrssertubabrajad1dsmiupubaaTyApTauayen |EOC

B bpSATATePaTTAIaap I IaIPIIITY AT TeTRIpTARayaabansaTabelTITI82T1IbAPTIA AL lE02

Fi xzuﬁhﬂ:hmﬂH:mmmhﬁmuuﬁhﬁﬂmﬂmxqZMgﬂumhbxmvuHbﬂmEmbﬂﬁmmﬂunﬂcmuxbmnﬂwﬁhEﬂauw@wkbE mMDM|

or JpiotrarybasyrshperojatA1TApabpryTbbarTTwaTaabTay TS THUM Se0z

St Apbuwapbebapitibasaytowb11ipabops 1ebppTaISTOPTTAI TRAN WD TIIIa TW ¥EOZ

4 saTTaebiyTespbeayrssiyiyanIsThasplaareyTppATATTPI 3¢ 51 Pl

|44 abjrsaayyapablirerbsbuamaayrbbippazirabaibeddebeppuystasapbaylfuniyazayybbyu Ze02
ubtrpbrrazsjAtpiaTibAsagthu

Zb | TyTdryTuetastsyAblausadirdsandbITrApbuabyaeaTalmibrbldur Iyuaas Teppbybpbedydysy Tyboawarjuyaw LEQE

‘ON 440

aloas uolpduosag/sopIDEOUIWIE 3P BIDUSNISS VIONYD

v-arv 'old

55



ES 2 625 144 T3

§9

ATHYYTUdiuy TTTUT T TyuspAsazyutTubuuyoztpaTiTeasbabussyuus TdTATA Tudys T TpuyepI TASUT T I TASYN 3
bpasTeTuupTTUSATURTYJUXaTINUTTTISTabr TTpIfuajueyydiuly ydr rdsubuthyTTyIayuapajuby 71 Tuduas ypu

2902

bayzeiibypusairiesdiaTsTalIppPPirepIIU
cﬂmmﬁﬁdﬂHvﬁgvmucmxumaaﬂaaahmhﬂmwﬁbcﬂaﬂgxxcmmpmu>ﬂxﬁﬁqxuH:uquﬂmvﬂﬂmxmuxm>mmxﬂxacxm>xunvquv
TotyuyyAsbymugTepyaelI TAYApYYshbiuleA TAY TAUTAA P JUuy TTSYDAJARIIT T TUAY DY BsSUUIaIIpaTAcDAGS
TIugaIpIAauTTyaipputuTpTTIypsauIyTidpraud Ty TTpsIadAbyTTud sApugputupTpasy TyaddatTadtyut
TPIISTIHIAN TITATTApT T basspuTwaiud T TduTIyspypy TAeakgdusgpaybayusTssTAyssyfususpputaJuuip
s33ajsaipbATupsaausayTuraaTT Ty T3 pauedssaTuuTabTureT T2 3suuTuupuydaTaselpTRUYadpIsaie
pAytesbuzTeduyyyTueTTysybpbasboTutTyussuIseTuTey[IpebTeIpTyTAayJosTUPpaARDSSDY THSTOUTTAS
ppAyaITipprdesTIabrusupasiasejaydyseTpurdbidpaesyuiprdayizientTATAeyTTUurupaTps TUDUAEyUITY
ITYuTIyAtpAstrbyAbTwaTayybbssTrbpbbeTaoTuajrTaseybearTepTdubastyyaojueauoTpeIspb TIA oUW

1902

e2IuabosI| UQISIaAUOYD)

£9

: mmubbmh:ﬂummxcmcﬁﬁunuxhxhc?@xmmﬁmbbhnumuEﬁZﬂHmhmww
ubjApbyoursbuabmyaTadIbyy TAYyaayspITdTTYIbTydeueTThbeds1bshbysbTeyeDasasyyAydTubsersTs3doo
JAujubdipuatdureasiTiadudazbuytmTuzsadtbelaoydaryioyurpupluTt TAudTbaby s My JuayebpbTupIs 1AW

8502

€9

TsApyadaptTbuzaTyssieetasambubbrudabrazsbueulsozatbyplaTaTiauesubazyatebpatep
aTybajbsTTepbraiesspTTIaspuTsyeduayTeasaeddAippbpraeiThespATaspIauabshbiayTieTappbsyTsTRYP
prbpbabpaysestyedibiajpajauersTededabsasitisanbytasssassapoalisbipareyepasubibanabdsaytyiann

5502

sisI]

L9

~ddypatppsasaTppAtastdubpsijdesolsbppadTiplaTurymuy sauaduTIpTAIYyTIUPTPYaAIlATIU
BabasrtsaTruriuwibuaytruelibrosbasbrTusA1hrmAuTerumpapajbabuyiarysbuesaTasbsyrdefitaeTasaran
eyAusbAssuaadiutaftoparshsustmTyubTazTprpaadpbiyAugaTiaTbTeatieuTioTpdprIbT Tusaupwaa TR THW

£502

09

Aspibad
uu::mmwmﬂmﬁmuwmmumwawmnzmmuu::bxubumummmpbmxhummmmbuﬁpUUQEhmgﬂnxﬁmHmﬂmbbhﬁmﬁmhummbﬂxbmbmh
bsytRaajaznfstriwlbuljusunydipryabyuesuabersybynasyeyiylwyiiobsbyssybeabyrsTadbbrusTyIyuy s
shpsberuyiyzfyaiTyideebadrsybzbyosaisdiudsbyysyTTassaeyebpruuyTueTusIsaIybbiabsausdAyyasen

2502

65

bressttbbrbsyrubyubaysyasyTeubTeraTuzeyybayyytspmyubrsybreabTatTybyisprsAbuas
ayTyeIpTusbasdprywbuTuueebeefthasarTysusaaTbbeysyuunysybasasThuzybbbyTbrasTybTabesadpyasTy
aTyIaseulThusssbbuababy TzbyaypTpabysitabugyiusTsi3IispriubTyagsuaaybeasseupaeyatTunaussdn

6¥02

8BS

yijpappepiatbsTayaquiTasiTyydubatajssmeaabauyaup s TITEY 3

LPOZ

:ON
a1 b3s

ebybeybbTaTuTybyssaasydybizbayejsuiarzthueyesTapasuTacbsTdrTAwspbp TEa TyAN S THAADY T TS Y AAAW

uolnduosa/sopIdeOUIWE 8P BIDUSNDIAS

340
YIOWYD

s-av 'Old

56



ES 2 625 144 T3

49

TFAyTTuppibeyTaTuyetheudTesajdeeyTayrsaydeTsTTbatrTaduy 7yyaaxdebTmupbiy rAeyabmyaulkayTpsbp
TT2AFIPPTH I EUFH AU TIpaswbyANpAdyTETeIpoAp T [Aauubp I TTPIAFPPSI TUT TSUUaIMasba I TyssdAuutdTs
PUPPHY TTTY I ubspAbyyFTTTTdeayepy JApPSIIATUTTEJUUTTTaITYSAsuITTsudutysyThauy [ TALS aaT3sAT
utruIsiafupItiAyesryapuay ipafiddubatrpybbsasrasisafimuseyubeteappatepboy tyyprsdibsbay1balieTy
TITsTYaTaasesuTpabiTuusTTay IyaTspIJIpTesphedyseyTeayTayTTpasyuTusbsbordpTAY TUFTHEPTAPTSUS
mmhmhqamﬂbummimmﬂmahmﬂﬂu:uuﬁhvuqhmmuhhbmuxxhwwm:ﬁnxHmmﬂﬁmﬂm:muﬁnmaﬂﬁrnﬂmmﬁwﬂhumﬂﬂdazﬂuﬂmc
TIPYAABTTYETpadypajpay TuMuaIJsIpaTapITY TusTppay [bbusedTiIyyubbuey T TauTIUMIUB TTUIYY TAITT
apejjesawleTpaeio(ITyruTTrhsyreataurpassfatayTruraipsAtbAzauarezatayiauT Ty dTPapPTITSINSIA
TTFYyITarpy ThazyrsTAuprejduszrzapiusaiemajayyesedfuiebaadsbbbdray1TpyAiabyrarradpybpyatags
adybspbrusayyjapsiyAbrrperTrrariuylubyasytbpuuryprmtuTesabassTygesFAypTAepuIypuy Tius TIpy Saw

#9802

uapjsTteaTyajadudbATubsspreshbaToAbyTbsTayaiTyypa
upyeTpyeTisapidyAtyepeuaTyeTepTiusbyashiesmbsmbIyabayTTsodspusIpTuyrepTaatJdupasbulTyAu
mipmitzestrabrpystestbrtAaybpyupTasmprpisesduypTauTyuTaibesusapy [Taay TTUTPFUPPAYpPTOpPTALD
ATjusbbibTbAasutTsyJaseTisupasaTiTpypreTiuryJjdutdiuaaaIlibstypbTepyudaTbhedy1bpadprTtTadTbb
ﬂmﬁmxaEMmﬂumuxmwmmxmwﬂﬂﬁzuzmﬂmmﬂmmmzhbxﬂchmxmwmﬁﬂmub:mﬂxmmwmmﬂ:mﬂmm:ﬁmwnumvuﬁmmﬁmmmmﬂummm
aTIspajasTupIpppTSUpauspoTpUUyeITasTpAYSTTIaeTTpIupsbrapytaxtdietbAdespadraTabypapuhtsTyy

- gayyIeaTsbybTAsarbATTpAspuTTaeyIesTapTbyapuryuiaTybausTitbryguzzsyjuryssuasutub by Ty Aaup

TheybyyriseuuTbryae TdAITAS TIUPSUIYABTITIPPSYUBY TTYSPI TEY U pTAubETITIosusAdTMATPHYPT TS T2A
yTesTTeTyaipAybsusTas T uabursuuy TapiTaopiayadyshyypatroalbysyuiaitiphyssssibpefyTTTTUSDS
spylatbyidaTyiamysypiAtaaTupaataaijrasyuysijuybyuysuaarauturaiytrdusuuTruuibybyriesyyiisia
ssTTbursTbleTypuupueTuuysyaydysTyedaiaayyydyyddstuubruyrrprdpyrpsy 13y tbyaatbresbopyTupss
syarpuUATUTaAd TAYY I IYpdTISITIUTAB Y AnayppY TUTTUTY TdssuuTsITAuTYyaThUTYa3asusTFAU b TS ABBSY
aAttmayessbitdiytaybppsotAdTTuudaTasTTuasTpaubobysaatbleTurds TdsAuT Up3a TAD T T TUYHAYIPSTT
susaTasTayuITAITINYATayTppuTAaTsdTupadspprayAiuztpuwlieleTausysasTyaTsbpruayeAzpby TTaxaun T3
ayJaaaTAsuspbaeyaburTrusmwuIay TumTaksuadTayysyay TTIdeduupy ATy IsTybpumedsbasTITsappATATY 26
:uxﬂﬁxmqummumupﬂﬁMMﬂun:u:ﬂ@nxmxhcamuuwxﬂm:mﬂmmwuqubﬂcuuuuma:m:x:xhxﬂuxmMmmmmvHum:bﬂmem
TeTiyyysujurTIsusTThprssy1sasysyudugatruayrybyyyrsudrandutbusytyaTusuliuTdubbu T Fppy sy yauryma
eyfimppysTTsabspayuuy ThayypbibsIyunauripluay TayTubdsubutbppyTuTaaTpapsaIbyUTTSTIIAPMT IS
byTassbrursyyethypsAurthsputapatuystsyauTdubsybrurubybrspresusTaTTeIpyMabsbs jabuITyATIRAL
TyT75asTATYABuTUTSAJukaybsTyyakTIasosTuiseTsrTsul ssuthppepIsTIINabs T T IppIAUT T US TAPA ThuTw

£902

. Tadyahbepbs
pSYYPTTUTYITIUAASSYSAYpIAabIyaFeTIThuTy T ypyanTedTaTTUpIUuTUTAABASBIIY T TAY eTPaTuTeAasbaeh
pabryeuyTsasTTeaTe T TUpdTayppIulafaipeamy TIYTIuuysuTpTUUIAas TpYaTTUURDTTJuThpTARUN RATdY SY
yyTIsAsursyIuysesampTTAATYaJauupugby sty TTThbsTATJARAeITub TUAWT IYYATTRAUTpaUI TURTASIYTAAY 1D

‘ON
a1 o3as

uoloduosa/sopIoeOUILIE 3P BIJUSNDAS

440
YIOWYD

g-gv "'9OId

57



ES 2 625 144 T3

mpmmmmumﬂmmucuqup:vuﬁﬂcnmmcmmﬂmﬂmﬁH>memuumwbuqﬂzmmEﬁ:qnxumhmxxmmﬁuaTMmmm:mmm
:uﬂmUummmxmmbmmmznﬁuxucﬁ:gmcmAMHwﬂmhmm>Wmmmnxnmchﬂuummmmmummmcmﬁmamwmmmwmmmmmxﬂ>uﬂmeﬂub

69 | byjauzazpapiyyuateripbdyeupryibrpbepese)deayopeappapeepUTAADEDPRERARSASTRATTATTTSTTTHYUW 690Z
eolwouab ugoelbajul ap snoo| ‘obey [9p uoloeibaul ap onIs

go HumaszmxmuanhﬂxmbﬂmmmdﬂbmbngmuﬂﬁxHxxmbc:n;ﬁmuxumHWﬂmuﬂmﬁbmwumxAPEWHpamcuﬁhmﬁﬂﬂapMﬁﬁE co0z
pussuattetesyuTbiTalaTTuTyapeeyTaabTAaTyibrsaugTas TpbThudITAA YA TR TIBBTUTP
hh:mﬂxxmﬁxwﬂmumﬂxquwwm:ubmhwmxcamﬂﬂmﬂbﬂmbﬂwvaucmcqqamﬁcxm:mﬂﬂﬂxmmc&x:xﬁﬁmummhhzuﬁﬁxmnﬂﬂm

: 440

al n.u__wu C_.U_Un__hummﬂ_-.mov_.umoc_:._m ap Bl2UaN3ag YIOWYS

Z-8¥ "9Old

58



ES 2 625 144 T3

aH 4 AISNAT (10£) OSUISUOD

-=-=-Y4IARLEND (022) 8502490 NYW
MEE_H AATINAT (££2) Miad

-QHAd SATINDT (562) diad

. ZLE Log (10€)

1 UD12285 .
HD 9 $39d 97449 IHLYSAAINAL A TH AYAMT AHOAM (152) OSUSSUOY
AOMNYNATO S DI HADMTAA¥A- =~ = —— = = AIHLSINANT TOAHI-- (081) 8502440 MW
HO 49¥L00dAD TdNA LALY SARAATL - = -~ - - AT A9HAY TTAHI AN (0€2) Mind
HOIOY§20d¥9 144D Hxnﬂmbhnab;mmmngmbmﬁmﬁ_.ﬁ& TIAHOAN (5b2) diad
00e 06z 08z oz 0oz gz (152)

9 UQIDDag

H ANOMAMAHEINASAOT EIA ATDJ¥VALONIO LTIDIMAY N4 DA (102) osuasuon
........... ANOLAGOHONYS ONADMHOTI A O TANNATNS QUAIA (T4T) 85020 MW
MO ANOHAWN AHE THAT AOHE KTAMSATDOVALINIOSI IMEHAY AHNAADA (081 ) psRd

Fizm

uﬁ.nﬁ_.nu.nbvgmm H&bmhuqu MH,E..HM_&.._ DOVALONID ﬁbﬁﬁ.ﬂ_ﬂmﬁzn LDA (S61)dad

sz obe 0eZ oz oLz Loz (102)

mc_m__n_n_m_m

NILIMAAD MVAT ATSIVS HIL9T ¥ WE d I I d¥ (151)0sussuon
IIHA9 THAVHY T IOV SLOSOHS LOTYHV I === m == === == = e m —m == (011 ) 85074%O0 NYW

]

NALIA I D IHHAY HLT E.._._u HA .EHMM I LMHOATSdDd DTS H,.E d¥ (1€l VE_E

.......

oz 0L 08L —ocr ool o (1s1)

.w.E_m__n_n_m_m

d N Td HAIHTIHAHIL TSA IN IJIA JEMANI 4 Ad  (101) osussuon
I-Imumﬁ.mﬁmunﬁmgmzuu;ﬁaawﬁhﬁzmdb ......... (b)) 8502440 MW

ﬁuEHﬁbhﬂEmﬁqﬂﬂMh_—.u.Hm._._EnmxlluamqhHQEnmmeH_ﬁﬁm_umhmm (£8) Mg
mNEHMthEdEuEﬂMhhuqmbmnuuituE Pbmnmmmguﬂmmﬁmm (26) diad

sl obl 0Ek @ Okb wou (1or)

T

R E

€.:ON QI D3S
Z¢.'0ON Q1 D3S
LL'ON QI D3S
0L:ON QI D3S

59



FIG. 6

ES 2 625 144 T3

60

OO a -
Lo P TR

N _u>

- T
> Ea
Qwaa_
- YT 4
e 3 D=2
=

— L 3

o 0w
— >

= TR 4
e
=l

Yroe
EFr _odu»
EZoweEx
=

4

14



ES 2 625 144 T3

(unwu) odwail]

00E 0Se 002 oGl 001 05
i - L WY —— R ND_H_HI
v \/ <1
()
. . 1
O Y, v

Bn g —O—

Bn g —— A

Bn 6z -0~ O o A
o100 —0— 0

osodal ua winiueuiwind iy
9p SeIN|2 Ua 850Z JHO LINI| BWIZUS k] 3p 0323)3 2 einbid

Wwu 009 04

61



ES 2 625 144 T3

(4) odwiail
052 002 05L 001 05 0

e e : — e - 000
(Lg) vbw L'g .Nos
—

(99) /6w 0z _ | o
. - ¥00
- 900

($g) owuojololD

80°0
(LL)ybwgz = oL
(00L) louog © - ZL'0
L0
- 91'0
- 8L'0
wnpueuwng “y ap ouelaw ap 0z'o

uQIoeWLIO) A OJUSILIDAID |8 U3 §G0Z 4HO ©21))] BLIZUS e| 9p 02343 "8 einbi4

wu o9 e'0°a

62



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



